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RESUM 
L’activador del plasminogen tissular recombinant (rt-PA) és actualment l’únic fàrmac 

aprovat per al tractament de l’ictus isquèmic agut.  No obstant, l’estreta finestra 

terapèutica, deguda al risc associat de transformació hemorràgica (TH) quan la seva 

administració és produeix més enllà de les 4,5 h de l’ictus, provoca que només s’apliqui a 

<5-7% dels pacients. Tot i que està descrit que la TH està relacionada amb la disrupció de la 

barrera hematoencefàlica (BHE) deguda a l’rt-PA, els mecanismes subjacents encara no 

estan del tot establerts. Un component principal de la BHE són les cèl·lules endotelials que 

formen vasos i capil·lars del teixit nerviós. La línia cel·lular endotelial de microvasculatura 

cerebral de ratolí bEnd.3 s’ha descrit com un bon model in vitro de BHE, però no s’han 

analitzat els efectes de l’rt-PA més enllà de les 6 h post-reoxigenació. En aquesta tesi s’han 

avaluat els efectes de l’rt-PA (20 μg/ml) a llarg termini (fins les 72 h post-administració) 

sobre la viabilitat cel·lular, l’activitat metabòlica i les permeabilitats iònica i transcel·lular en 

la línia bEnd.3, sotmesa a 2,5 h de privació d’oxigen i glucosa (POG) i reoxigenada, així com 

sobre l’expressió de les proteïnes d’unions estretes Claudina-5 i ZO-1. A més, mitjançant la 

tecnologia “Stain-Free”, s’han analitzat els nivells de quatre proteïnes potencialment 

constitutives (β-Actina, α-Tubulina, GAPDH i HPRT) per tal de confirmar la seva idoneïtat per 

la normalització dels resultats obtinguts per “Western blot” en les nostres condicions 

experimentals amb la línia cel·lular bEnd.3. D’altra banda, l’expressió de Caveolina-1 (Cav-1) 

i la seva fosforilació (pCav-1) s’han relacionat amb la regulació de la permeabilitat de la BHE 

però el seu rol durant l’ictus isquèmic és força desconegut i existeixen controvèrsies, ja que 

si li atribueix tant un rol protector com un de perjudicial. En aquesta tesi, s’han avaluat els 

efectes de l’rt-PA sobre els nivells de Cav-1 i pCav-1 després d’una POG en la línia bEnd.3. 

Així mateix, els nivells de Cav-1 també han estat analitzats en un model in vivo 

tromboembòlic amb oclusió de l’artèria cerebral mitjana (MCAO de l’anglès “middle 

cerebral artery occlusion”) in situ amb administració tardana d’rt-PA.  

Els resultats obtinguts en l’avaluació de l’efecte de l’rt-PA en condicions isquèmiques a més 

llarg termini sobre la línia bEnd3, mostren que el fàrmac en condicions control incrementa 

tant la permeabilitat iònica com la transcel·lular en el curs temporal analitzat però no afecta 

la viabilitat cel·lular ni l’activitat metabòlica. En canvi, en condicions isquèmiques, l’rt-PA 
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accentua els efectes de la POG sobre la viabilitat cel·lular i l’activitat metabòlica des de les 

48 fins a les 72 h, sobre la permeabilitat transcel·lular des de les 24 fins a les 72 h, i 

disminueix significativament els nivells de ZO-1 a la membrana plasmàtica a les 72 h de 

reoxigenació. D’altra banda, respecte a les proteïnes potencialment constitutives 

analitzades, la POG redueix significativament els nivells de la β-Actina, l’α-Tubulina, el 

GAPDH i l’HPRT en la línia bEnd3 des de les 3 fins a les 72 h de reoxigenació sense evidenciar 

cap efecte significatiu de l’rt-PA excepte per el GAPDH, el qual s’ha detectat incrementat en 

condicions control a les 3 h de reoxigenació. L’anàlisi de Cav-1 en les cèl·lules bEnd.3 mostra 

que la POG incrementa els seus nivells de forma significativa a tots els temps analitzats, i 

que en canvi, l’addició de l’rt-PA els disminueix. A més, s’ha detectat que la POG indueix una 

disminució de la proporció entre pCav-1 i Cav-1 a les 72 h mentre que s’ha observat un 

increment d’aquesta proporció en les cèl·lules isquèmiques tractades amb rt-PA. Aquests 

resultats es relacionen amb un increment de la permeabilitat transcel·lular detectat també a 

les 72 h, suggerint que l’rt-PA juga un paper determinant alterant els nivells de Cav-1 i pCav-

1 i la permeabilitat transcel·lular de les cèl·lules bEnd.3 després de 72 h de reoxigenació. 

Finalment, l’anàlisi de Cav-1 a nivell sèric i tissular en el model in vivo mostra, per primera 

vegada, una correlació positiva entre els nivells de Cav-1 en sèrum i en el teixit infartat a les 

24 h post-MCAO, i una correlació positiva entre els nivells sèrics de Cav-1 després de 3 h 

d’MCAO i el volum d’infart determinat a les 24 h de la oclusió. 

En conjunt, els resultats obtinguts mostren que els efectes de l’rt-PA es mantenen com a 

mínim fins a les 72 h de reoxigenació, i que per tant, es requereixen estudis a llarg termini 

per tal de dilucidar els mecanismes dependents del temps associats a la disrupció de la BHE, 

i per explorar noves teràpies protectores per al tractament de l’ictus isquèmic. D’altra 

banda, s’ha demostrat que la POG provoca canvis significatius en els nivells proteics de β-

Actina, l’α-Tubulina, el GAPDH i l’HPRT indicant que aquestes proteïnes no són adequades 

com a controls de càrrega per “Western blot” en les nostres condicions experimentals, i es 

presenta la tecnologia “Stain-Free” com a una alternativa a la normalització tradicional amb 

proteïnes constitutives. Finalment, tenint en compte la correlació dels nivells sèrics de Cav-1 

amb el volum d’infart i amb els nivells de Cav-1 en teixit, els nivells sèrics de Cav-1 podrien 

representar un potencial biomarcador predictor del pronòstic després d’una isquèmia en 

absència d’rt-PA. Tot i això, es requereixen més estudis per confirmar els resultats.
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RESUMEN 

El activador del plasminógeno tisular recombinante (rt-PA) es actualmente el único fármaco 

aprobado para el tratamiento del ictus isquémico agudo. Sin embargo, la estrecha ventana 

terapéutica, debida al riesgo asociado de transformación hemorrágica (TH) cuando su 

administración se produce pasadas las 4,5 h del ictus, provoca que tan sólo se aplique a <5-

7% de los pacientes. Aunque está descrito que la TH se encuentra relacionada con la 

disrupción de la barrera hematoencefálica (BHE) debida al rt-PA, los mecanismos 

moleculares subyacentes todavía no están del todo establecidos. Las células endoteliales 

representan un componente principal de la BHE las cuales se pueden encontrar formando 

vasos y capilares del tejido nervioso. La línea celular endotelial de microvasculatura cerebral 

de ratón bEnd.3 se ha descrito como un buen modelo in vitro de BHE, pero no se han 

analizado los efectos del rt-PA más allá de las 6 h post-reoxigenación. En esta tesis se han 

evaluado los efectos del rt-PA (20 μg/ml) a largo plazo (hasta las 72 h post-administración) 

sobre la viabilidad celular, la actividad metabólica y las permeabilidades iónica y transcelular 

en la línea bEnd.3, sometida a 2,5 h de privación de oxígeno y glucosa (POG) y la posterior 

reoxigenación, así como sobre la expresión de las proteínas de uniones estrechas Claudina-5 

y ZO-1. Además, mediante la tecnología “Stain-Free”, se han analizado los niveles de cuatro 

proteínas potencialmente constitutivas (β-Actina, α-Tubulina, GAPDH y HPRT) con el fin de 

confirmar su idoneidad para la normalización de los resultados obtenidos por “Western 

blot” en nuestras condiciones experimentales con la línea celular bEnd.3. Por otro lado, la 

expresión de Caveolina-1 (Cav-1) y su forma fosforilada (pCav-1) se han relacionado con la 

regulación de la permeabilidad de la BHE, pero su rol durante el ictus isquémico es bastante 

desconocido y existen controversias ya que se le atribuye a la vez un rol protector y 

perjudicial. En la presente tesis se han evaluado los efectos del rt-PA sobre los niveles de 

Cav-1 y pCav-1 después de una POG en la línea bEnd.3. Así mismo, los niveles de Cav-1 

también han sido analizados en un modelo in vivo tromboembólico con oclusión de la 

arteria cerebral media (MCAO del inglés “middle cerebral artery occlusion”) in situ con 

administración tardía de rt-PA.  

Los resultados obtenidos en la evaluación del efecto del rt-PA en condiciones isquémicas a 

más largo plazo sobre la línea bEnd.3 muestran que el fármaco, en condiciones control, 
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incrementa tanto la permeabilidad iónica como la transcelular en el curso temporal 

analizado, pero no afecta a la viabilidad celular ni a la actividad metabólica. En cambio, en 

condiciones isquémicas, el rt-PA acentúa los efectos de la POG sobre la viabilidad celular y la 

actividad metabólica desde les 48 hasta las 72 h, sobre la permeabilidad transcelular desde 

las 24 hasta las 72 h, y disminuye significativamente los niveles de ZO-1 en la membrana 

plasmática a las 72 h de reoxigenación. Por otro lado, respecto a las proteínas 

potencialmente constitutivas analizadas, la POG reduce significativamente los niveles de β-

Actina, α-Tubulina, el GAPDH y HPRT en la línea bEnd.3 desde las 3 hasta las 72 h de 

reoxigenación sin evidenciar efectos significativos del rt-PA excepto para GAPDH, la cual se 

ha detectado incrementada en condiciones control a las 3 h de reoxigenación. El análisis de 

Cav-1 en las células bEnd.3 muestra que la POG incrementa sus niveles de forma 

significativa en todos los tiempos analizados, mientras que, la adición de rt-PA los 

disminuye. Además, se ha detectado que la POG induce una disminución de la proporción 

entre pCav-1 y Cav-1 a las 72 h mientras que se ha observado un incremento de ésta 

proporción en las células isquémicas tratadas con rt-PA. Éstos resultados se relacionan con 

un incremento de la permeabilidad transcelular detectado también a las 72 h, sugiriendo 

que el rt-PA juega un papel determinante alterando los niveles de Cav-1 y pCav-1, y la 

permeabilidad transcelular de las células bEnd.3 tras 72 h de reoxigenación. Finalmente, el 

análisis de los niveles séricos y tisulares de Cav-1 en el modelo in vivo muestra, por primera 

vez, una correlación positiva entre los niveles de Cav-1 en el suero y en el tejido infartado a 

las 24 h post-MCAO, y una correlación positiva entre los niveles séricos de Cav-1 tras 3 h de 

MCAO y el volumen de infarto determinado a las 24 h de la oclusión. 

En conjunto, los resultados obtenidos muestran que los efectos del rt-PA se mantienen 

como mínimo hasta las 72 h de reoxigenación, y que por lo tanto, se requieren estudios a 

largo plazo con el fin de dilucidar los mecanismos dependientes del tiempo asociados a la 

disrupción de la BHE, y para explorar nuevas terapias protectoras para el tratamiento del 

ictus isquémico. Por otro lado, se ha demostrado que la POG provoca alteraciones 

significativas en los niveles proteicos de β-Actina, α-Tubulina, GAPDH y HPRT, indicando que 

éstas proteínas no son adecuadas como controles de carga para “Western blot” en nuestras 

condiciones experimentales, y se presenta la tecnología “Stain-Free” como una alternativa a 

la normalización tradicional con proteínas constitutivas. Finalmente, teniendo en cuenta la 
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correlación de los niveles séricos de Cav-1 con el volumen de infarto y con los niveles de 

Cav-1 en tejido, los niveles séricos de Cav-1 podrían representar un potencial biomarcador 

con capacidad de predecir el pronóstico tras una isquemia en ausencia de rt-PA. Sin 

embargo, se requieren estudios adicionales para confirmar los resultados. 
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SUMMARY 

Recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA) is currently the only FDA-approved drug 

for the treatment of acute ischaemic stroke. However, the application of this therapy is 

limited to <5-7% of patients due to the associated increased risk of haemorrhagic 

transformation (HT) when it is applied beyond 4.5 h of the ischaemic onset. Although it is 

known that HT is related to rt-PA-induced blood brain barrier (BBB) disruption, the 

underlying mechanisms are not well established. Endothelial cells are a major component of 

BBB forming the capillaries of the nervous tissue. It has been reported that the bEnd.3 

mouse cerebral microvascular endothelial cell line represents a suitable in vitro BBB model. 

However, its alterations due to rt-PA have not been analysed beyond 6 h of reoxygenation. 

We assessed time-dependent effects of rt-PA (20 μg/ml) until 72 h of reoxygenation on the 

bEnd.3 murine brain endothelial cell line subjected either to control conditions or to 2.5 

hours of oxygen and glucose deprivation (OGD). Parameters of cell viability, metabolic 

activity and ionic and transcellular permeability were analysed as well as tight junctions’ 

proteins Claudin-5 and ZO-1 levels. We also analysed the reliability of four commonly used 

housekeeping proteins: β-Actin, α-Tubulin, GAPDH and HPRT as Western blot loading 

controls in our experimental conditions using Stain-Free technology. Likewise, Caveolin-1 

(Cav-1) expression and its phosphorylation (pCav-1) have been linked to endothelial barrier 

permeability but their role in cerebral ischaemic injury is controversial and remains largely 

unknown with the suggestion of both protective and detrimental roles. Here, the effects of 

rt-PA on bEnd.3 cells Cav-1 and pCav-1 protein levels have been analysed in OGD conditions. 

In addition, Cav-1 protein levels have been also analysed in a thromboembolic middle 

cerebral artery occlusion (MCAO) in situ model with delayed rt-PA administration.  

The analysis of long term rt-PA effects on bEnd.3 cells after an OGD shows that rt-PA 

treatment increases both the ionic and transcellular permeability until 72 h but do not 

modify cell viability or metabolic activity under control conditions. In OGD conditions, rt-PA 

exacerbates OGD effects on cell viability and metabolic activity from 48 to 72 h, on 

transcellular permeability from 24 to 72 h post-reoxygenation, and significantly decreases 

ZO-1 protein levels at the plasma membrane at 72 h of reoxygenation. On the other hand, 

OGD significantly decreases β-Actin, α-Tubulin, GAPDH and HPRT protein levels from 3, to 
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72 h post-OGD without significant rt-PA treatment effects except for the GAPDH levels, 

which increased in control condition at 3 h post-OGD. The analysis of Cav-1 and pCav-1 

protein levels in bEnd.3 cells shows increased Cav-1 levels after OGD which however, are 

reduced when rt-PA is added to the culture. In addition, it has been detected that OGD 

induces a reduction in pCav-1/Cav-1 ratio at 72 h of reoxygenation while this ratio has been 

increased in OGD cells treated with rt-PA. These results are related with a transcellular 

permeability increase detected in OGD-treated bEnd.3 cells at 72 h of reoxygenation 

suggesting a key role of rt-PA modifying Cav-1 and pCav-1 levels and transcellular 

permeability. Finally, the analysis of serum and tissue Cav-1 levels in the in vivo model 

describes, for the first time, a positive correlation between serum and tissue Cav-1 levels in 

the infarcted area at 24 h post-MCAO, and a positive correlation between serum Cav-1 

levels after 3 h of MCAO and infarct volume at 24 h post-occlusion.  

Overall, the obtained results show that the effects of rt-PA are maintained at least up to 72 

h of reoxygenation and therefore, long-term studies are needed to elucidate time-

dependent molecular mechanisms associated to BBB breakdown, and to explore protective 

BBB therapies after ischaemic stroke and rt-PA treatment. On the other hand, it has been 

demonstrated that OGD induces significant alterations to β-Actin, α-Tubulin, GAPDH and 

HPRT levels, indicating that these proteins are not suitable as loading controls for Western 

Blot analysis in our experimental conditions proposing Stain-Free technology as an 

alternative normalization method to traditional housekeeping proteins. Finally, taking into 

account the obtained correlations of serum Cav-1 levels with infarct volume and tissue Cav-

1 levels, serum Cav-1 levels could represent a potential biomarker predicting the ischaemic 

outcome before rt-PA administration. Notwithstanding, further studies are required to 

confirm the results. 
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1.1  Ictus 

1.1.1 Definició 

Tradicionalment, el mot ictus, que en llatí significa cop, s’utilitza per descriure una pèrdua 

sobtada de funcions neurològiques com a resultat d’una alteració del flux sanguini a una 

regió determinada del cervell. Quan aquesta alteració és causada per una interrupció del 

flux sanguini es parla d’ictus isquèmic o infart cerebral, mentre que si l’alteració ve donada 

per la ruptura d’una artèria o vena cerebral s’anomena ictus hemorràgic. 

Recentment s’ha realitzat una actualització de la definició de l’ictus passant a ser una 

disfunció focal aguda del cervell, retina o medul·la espinal amb més de 24 h de durada, o de 

qualsevol durada en el cas que per tècniques d’imatge (CT o MRI, de l’anglès “computed 

tomography” i “magnetic resonance imaging” respectivament) o per autòpsia, és determini 

un infart o una hemorràgia. Si la durada d’aquesta disfunció és inferior a 24 h i no hi ha 

evidències que mostrin infart o hemorràgia, llavors el terme utilitzat és atac isquèmic 

transitori o AIT (Sacco et al., 2013).  

D’altra banda, es pot trobar que de forma col·loquial, es fa referència a l’ictus anomenant-lo 

embòlia, trombosis o vessament cerebral, però no és del tot correcte ja que aquests altres 

termes només descriuen alguns dels tipus d’ictus. Concretament, l’embòlia consisteix en la 

oclusió d’un vas sanguini a causa d’un coàgul format en una regió distal al cervell com per 

exemple al cor o sobre una placa arterioscleròtica d’una artèria proximal. La trombosis és la 

formació d’un coàgul a un vas sanguini qualsevol, i per tant no necessàriament implica que 

es produeixi una isquèmia. Per últim, el terme vessament cerebral descriu una hemorràgia 

cerebral i per tant només fa referència a un ictus hemorràgic. 

1.1.2 Epidemiologia 

L’ictus és una de les principals causes de mort (11,02% de totes les morts) i de discapacitat a 

tot el món (dades del 2017) (Institute for Health Metrics and Evaluation, 2017). Tot i que la 

mortalitat i la discapacitat deguda a l’ictus han disminuït en els últims anys, el nombre 

absolut de persones que han sobreviscut a un ictus, o han quedat discapacitades, afectades 

o han mort, ha incrementat significativament. Concretament, al 2017, la incidència 

d’aquesta malaltia va ser de 11,9 milions de persones (un 64,9% d’ictus isquèmic), deixant 

6,2 milions de morts (44,5% d’ictus isquèmic) i es va estimar una pèrdua de 132 milions 
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d’anys degut a discapacitats (DALYs de l’anglès “disability-adjustedlife-years”) (Institute for 

Health Metrics and Evaluation, 2017). S’especula que els efectes combinats de les millores 

en els tractaments de l’ictus, el creixement i envelliment de la població, i l’increment de la 

prevalença de varis factors de risc, són els principals causants d’aquest increment en el 

nombre de supervivents/afectats per un ictus. D’altra banda, s’han identificat disparitats 

significatives entre els homes i les dones, on els homes presenten una incidència clarament 

superior d’ictus isquèmics que les dones. Igualment, els experts suggereixen que es deixi 

d’etiquetar l’ictus com una malaltia de la vellesa ja que dues terceres parts dels ictus es 

donen en persones menors de 70 anys. Analitzant les dades en persones de poca i mitjana 

edat, l’augment en el nombre de casos d’ictus detectats sembla relacionat amb el risc 

metabòlic (Feigin et al., 2017). 

1.1.3 Factors de risc 

La prevenció es pot definir com l’acció de dur a terme un conjunt de mesures per a evitar, 

contrarestar o disminuir un risc. En aquest sentit, determinar i comprendre les causes 

originàries d’una malaltia és fonamental per poder impedir-ne la seva aparició o en el cas de 

no poder evitar-se, minimitzar al màxim els seus efectes. L’ictus és una malaltia heterogènia 

ja que es pot originar per diverses causes (Veure apartat 1.1.4), i per tant, es fa complicat 

identificar tots els factors de risc que incrementen la probabilitat de patir-lo. Alguns 

d’aquests factors no es poden modificar com és el cas de l’edat, el sexe o l’historial familiar 

els quals s’etiqueten com a factors de risc no modificables. En canvi, hi ha altres factors com 

la hipertensió, la dieta i els hàbits de fumar o fer esport, que si que es poden modificar 

reduint d’aquesta manera el risc de patir un ictus. Al 2010, l’estudi INTERSTROKE va 

demostrar que un conjunt de 10 factors de risc modificables eren capaços d’explicar un 90% 

del risc d’ictus (Taula 1.1) (O’Donnell et al., 2010). Ara bé, l’augment de la incidència de 

l’ictus no es pot atribuir únicament a aquests factors sinó que s’inclourien també altres 

factors com el síndrome metabòlic, les apnees del son o la inflamació crònica, entre d’altres, 

tal com descriuen Bang et al. Per tant, es fa necessari adquirir un major coneixement de 

l’epidemiologia i de la fisiopatologia de l’ictus amb l’objectiu de millorar la prevenció, el 

diagnòstic i el tractament, i així reduir l’impacte d’aquesta malaltia (Touzé et al., 2003; Bang 

et al., 2015; Boehme et al., 2017). 
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Taula 1.1| Factors de risc involucrats en l’ictus isquèmic. 

Factors de risc no 

modificables 

10 factors de risc modificables 

que expliquen el 90% del risc 

(estudi INTERSTROKE, 2010) 

Nous factors de risc 

modificables proposats 

(Bang et al., 2015) 

Edat Hipertensió Genètica 

Sexe Tabaquisme Síndrome metabòlic 

Raça/Ètnia Índex de cintura/maluc Apnea del son 

Factors hereditaris Dieta Inflamació crònica 

 Sedentarisme Malaltia renal crònica 

 Hiperlipèmia Estrès psicosocial 

 Diabetis Mellitus Depressió/Fatiga 

 Consum d’alcohol Contaminació de l’aire 

 Cardiopatia Infeccions 

 Índex d’apolipoproteïna B/A1  

 

1.1.4 Classificació 

Aproximadament un 85% dels ictus són de tipus isquèmic mentre que el 15% restant són 

hemorràgics, tot i que aquesta proporció pot variar en funció de la població analitzada. 

L’hemorràgia produïda durant el trencament d’un vas provoca danys degut a la compressió 

de les estructures cerebrals i es pot classificar bàsicament en dos grups depenent de la zona 

on s’ha produït, és a dir, intracerebral o subaracnoidea. D’altra banda, els ictus isquèmics 

normalment s’etiqueten en funció de la causa originària de l’insult: cardioembòlics quan el 

coàgul prové del cor, aterotrombòtics quan prové d’una placa d’ateroma, lacunars quan el 

vas obstruït és petit, altres causes més específiques o inhabituals (disseccions, vasculitis, 

desordres genètics i altres) i els ictus de causa desconeguda (Figura 1.1). És molt important 

determinar el mecanisme etiopatogènic responsable de l’ictus isquèmic per poder aplicar el 

tractament adequat i una prevenció secundària eficaç. 
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Figura 1.1| Classificació eitològica de l’ictus. AIT: atac isquèmic transitori. 

D’altra banda, en funció de la zona del cervell afectada, l’ictus isquèmic també es pot 

classificar en focal o global. Es parla d’ictus isquèmic focal quan s’obstrueix un vas resultant 

danyada només una regió del cervell. En aquest cas, quan desapareix la oclusió el flux 

sanguini torna a la normalitat. En la isquèmia focal, la regió afectada dependrà del vas 

obstruït (Figura 1.2). El 65% dels ictus isquèmics presenten lesions en el territori de l’artèria 

cerebral mitjana (ACM), fet que evidencia que la ACM i les seves ramificacions són els vasos 

més freqüentment implicats en l’ictus isquèmic (Bogousslavsky et al., 1988). L’ictus isquèmic 

global afecta a la totalitat del cervell, normalment com a resultat d’una disminució sistèmica 

del flux sanguini com per exemple una disminució de la pressió sanguínia o del volum de 

sang. Aquesta tesi es centra en l’ictus isquèmic focal. 
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Figura 1.2| Territoris vasculars de les artèries cerebrals principals. Adaptació de Jake Block, Martin 

I. Jordanov, Lawrence B. Stack, R. Jason Thurman. “The Atlas of Emergency Radiology”. 

www.accessemergencymedicine.com; Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights 

reserved. 

1.2  Fisiopatologia de la isquèmia cerebral 

El requeriment elevat d’energia sumat a les baixes reserves energètiques evoquen al cervell 

a ser un òrgan especialment sensible al dany isquèmic on fins i tot un breu període isquèmic 

és capaç d’iniciar una complexa seqüència d’esdeveniments que en última instància pot 

acabar produint la mort cel·lular. El dany però, no es produeix de la mateixa forma ni amb el 

mateix grau a les diferents parts del cervell sinó que cada regió presenta diferents 

resistències al dany isquèmic, essent la matèria blanca més resistent que la grisa (Mattson 

et al., 2001). La fisiopatologia de la isquèmia cerebral és alhora simple i complexa. Simple en 

el sentit que l’esdeveniment inicial és l’oclusió intracerebral d’un vas sanguini que provoca 

una reducció del flux sanguini i com a conseqüència un infart a la zona circumdant; i 

complexa perquè aquesta reducció del flux sanguini desencadena un conjunt de processos 

en paral·lel amb diferents cursos temporals i diferents protagonistes en funció del tipus 

cel·lular analitzat. La cascada isquèmica a nivell cel·lular ha estat àmpliament estudiada en 

els últims anys i s’ha aconseguit identificar una gran diversitat de vies moleculars 
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involucrades (Figura 1.3). Alguns components de la cascada isquèmica s’activen tant bon 

punt esdevé la isquèmia, mentre que d’altres no ho fan fins al cap d’hores o dies (Moskowitz 

et al., 2010). Cal destacar que els mecanismes isquèmics activats a les regions amb un flux 

sanguini residual o nul, difereixen dels mecanismes de les regions que han sofert una 

reducció del flux més moderada. La regió isquèmica que queda pràcticament sense flux 

sanguini s’anomena nucli isquèmic i amb pocs minuts queda greument afectada. Degut a la 

falta d’oxigen i nutrients, es desencadenen varis processos incloent la dràstica disminució de 

l’energia, la desregulació de l’homeòstasi iònica cel·lular, l’acidosi, l’increment intracel·lular 

de calci, l’excitotoxicitat i l’increment de radicals lliures entre d’altres, que poden acabar 

provocant la mort cel·lular per necrosi. La necrosi es caracteritza morfològicament per un 

inflament inicial de les cèl·lules i orgànuls, una subseqüent disrupció de les membranes del 

nucli, dels orgànuls i plasmàtica, i finalment una desintegració de l’estructura nuclear i 

citoplasmàtica amb l’abocament de tot el contingut cel·lular a l’espai extracel·lular 

(Broughton et al., 2009). D’altra banda, les regions que envolten el nucli de l’infart, 

conegudes com a penombra isquèmica, comprenen una gran part del volum total de la lesió 

durant els primers estadis de la isquèmia, i presenten un gran potencial de ser rescatades ja 

que la majoria dels danys que pateixen són reversibles. És per aquest fet que l’objectiu 

principal de tots els tractaments de l’ictus isquèmic (Veure apartat 1.3) és restaurar el flux 

sanguini i rescatar tot el teixit de la penombra el més aviat millor (Fisher and Bastan, 2012). 

Com s’ha comentat anteriorment, els mecanismes que es desencadenen a les regions de 

penombra són diferents dels del nucli de l’infart ja que la isquèmia evoluciona més 

lentament i en última instància provoca la mort cel·lular per apoptosi. Alguns estudis han 

demostrat que moltes neurones de les regions de penombra isquèmica entren en apoptosi 

després de varies hores o fins hi tot dies i que, per tant, són potencialment recuperables 

després d’una isquèmia. A més, a diferència de la necrosi, l’apoptosi és un procés de mort 

cel·lular programada que minimitza el dany del teixit (Broughton et al., 2009). 

A continuació s’explicaran amb més detall els diferents processos cel·lulars i moleculars que 

formen part de la fisiopatologia de l’ictus isquèmic. 
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Figura 1.3| Fisiopatologia cel·lular i molecular de l’ictus isquèmic. Representació esquemàtica dels 

principals esdeveniments moleculars que transcorren després d’una isquèmia i reperfusió. AMPA: 

àcid “α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxasole-4-propionic”; NMDA: N-metil-D-aspartat; NO: òxid 

nítric; iNOS: òxid nítric-sintasa induïble; IP3: inositol 1,4,5-trifosfat; COX2: “cyclooxygenase-2”. 

Adaptació de Durukan and Tatlisumak, 2007. 

1.2.1 Desequilibri iònic i excitotoxicitat 

Una part significativa del dany neuronal induït per la isquèmia és deguda a l’acumulació 

excessiva d’aminoàcids excitadors que provoca un increment tòxic de calci intracel·lular 

(Mehta et al., 2007). Tot i que aquest procés és, a priori, una resposta defensiva vers un 

gran estrès, paradoxalment, aquest increment de calci intracel·lular activa diverses vies de 
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senyalització, que provoquen finalment la mort cel·lular. S’estima que el cervell consumeix 

un 20% de l’oxigen del cos per tal de generar el trifosfat d’adenosina (ATP, de l’anglès 

“adenosine triphosphate”) suficient per mantenir els gradients iònics (Edvinsson and Hamel, 

2002). Després de la reducció del flux sanguini i per tant, de la reducció dels nivells d’oxigen, 

les bombes cel·lulars comencen a fallar degut a la dràstica disminució dels nivells d’ATP, 

causant una desregulació iònica massiva a la cèl·lula. Això provoca que la cèl·lula s’infli per 

osmosi i es despolaritzi. Els ions de calci (Ca2+) entren a la cèl·lula a través de canals iònics i 

indueixen l’activació de varies proteases, quinases, lipases i endonucleases, iniciant 

l’apoptosi (Mattson et al., 2000). Paral·lelament, el glutamat, un dels neurotransmissors 

excitadors més importants del cervell, s’acumula a l’espai extracel·lular sobreactivant els 

seus receptors i conseqüentment, contribuint a l’increment de Ca2+ i sodi (Na+) 

principalment (Martin and Wang, 2010). S’ha descrit que l’increment de Na+ pot ser 

perjudicial per la supervivència de les neurones durant els primers estadis postisquèmia 

(Won et al., 2002), però varis estudis suggereixen que la toxicitat del glutamat depèn 

principalment de l’increment de Ca2+ (Arundine and Tymianski, 2004).  

1.2.2 Difusió de la despolarització 

A part de les conseqüències excitotòxiques a nivell molecular i cel·lular, l’alliberació massiva 

de glutamat i la desregulació iònica impacten també en l’evolució del dany isquèmic a nivell 

de teixit. La difusió de la despolarització cortical és un fenomen que consumeix alts nivells 

d’energia. Es desencadena degut a nivells excessivament elevats de glutamat i ions de 

potassi (K+) extracel·lulars i es caracteritza per una propagació lenta i devastadora de la 

despolarització de neurones i astròcits resultant en una disrupció dràstica dels gradients 

iònics (Somjen, 2001). Aquest fenomen s’ha observat en pacients isquèmics (Dohmen et al., 

2008) i s’ha demostrat en models animals que una sola despolarització pot expandir l’àrea 

afectada més d’un 20% (Shin et al., 2006). Es creu que part de l’expansió de l’infart és 

deguda a la incompatibilitat entre l’alta demanda energètica per repolaritzar la membrana, i 

l’insuficient perfusió de la penombra isquèmica (Back et al., 1996).  

1.2.3 Estrès oxidatiu i nitrosatiu 

L’estrès oxidatiu i el nitrosatiu apareixen quan la producció de radicals lliures, com per 

exemple les espècies reactives d’oxigen i nitrogen (ROS/RNS, de l’anglès “reactive oxygen 
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species” i “reactive nitrogen species”), sobrepassa la capacitat antioxidant del sistema de 

defensa endogen (Beckman and Ames, 1998). Els radicals lliures són molècules altament 

reactives amb un o varis electrons desaparellats que poden interaccionar amb l’àcid 

desoxiribonucleic (ADN), proteïnes i lípids causant danys i disfuncions (Suh et al., 2008). 

Varis estudis han observat que en totes les formes de dany isquèmic hi ha un increment de 

radicals lliures, i s’ha descrit que tant les molècules ROS com les RNS juguen un paper clau 

en la inducció del dany després d’un ictus isquèmic agut (Allen and Bayraktutan, 2009). 

Durant la isquèmia, la formació de radicals lliures es pot donar per diversos mecanismes 

incloent la sobreactivació dels receptors de N-metil-D-aspartat (NMDA), l’excés de Ca2+ 

intracel·lular, la disfunció mitocondrial i l’activació de l’òxid nítric-sintasa neuronal (nNOS, 

de l’anglès “neuronal nitric oxide synthase”) (Piantadosi and Zhang, 1996; Gürsoy-Özdemir 

et al., 2004; Cherubini et al., 2005). L’excés de ROS/RNS acaba causant la destrucció de 

macromolècules cel·lulars i contribueix a l’activació de processos de senyalització 

responsables de la mort cel·lular apoptòtica (Sugawara and Chan, 2003).  

D’altra banda, l’intent a la desesperada de produir energia mitjançant la glucòlisi anaeròbica 

provoca una acumulació d’àcid làctic i una subseqüent acidosi. L’acidosi té un gran efecte 

prooxidant ja que incrementa la concentració de ions d’hidrogen (H+) i la velocitat de 

conversió de l’anió superòxid (O2-) a peròxid d’hidrogen (H2O2) i a radicals d’hidroperoxil 

(HO2) (Saeed et al., 2007). A diferència d’altres òrgans, el cervell és especialment vulnerable 

al dany induït per radicals lliures degut a les condicions altament oxigenades del teixit, a 

lípids altament peroxidables i a la baixa concentració d’antioxidants endògens (Adibhatla 

and Hatcher, 2010). 

En condicions isquèmiques, les ROS són principalment generades per diversos mecanismes i 

enzims, com per exemple l’oxidasa de nicotinamida adenina dinucleòtid fosfat (NADPH) 

coneguda com a  NOX, la despolarització mitocondrial, l’oxidasa xantina (XO, de l’anglès 

“xanthine oxidase”) i l’òxid nítric-sintasa (NOS, de l’anglès “nitric oxide synthase”) (Fraser, 

2011). Les ROS poden provocar efectes cel·lulars devastadors mitjançant processos que 

inclouen danys a l’ADN, la destrucció de proteïnes, la peroxidació de lípids, l’alliberament de 

Ca2+ de les reserves intracel·lulars, alteracions del citoesquelet i quimiotaxi. Així mateix, s’ha 

descrit que la H2O2, l’O2 i el peroxinitrit (ONOO-) també poden alterar la vasculatura cerebral 
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incrementant la vasodilatació, l’agregació de plaquetes i induint un increment de la 

permeabilitat de les cèl·lules endotelials (CEs) (Wei et al., 1996). 

Les RNS, d’altra banda, són bàsicament generades a partir de la combinació de l’òxid nítric 

(NO, de l’anglès “nitric oxide”) amb altres molècules reactives com l’O2-, i de forma similar a 

les ROS, poden causar efectes importants a les cèl·lules, per exemple, facilitant l’obertura 

del porus de transició de la permeabilitat mitocondrial, inhibint enzims mitocondrials 

importants, danyant l’ADN, o activant canals iònics receptors de potencial transitori, 

subfamília M, membre 7, també anomenat TRPM7, que són permeables a Ca2+ (Aarts and 

Tymianski, 2005; Pacher et al., 2007). A més, l’NO pot alterar post-traduccionalment 

diversos grups de proteïnes com caspases, metal·loproteases o l’enzim glucolític 

“glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase” (GAPDH) (Gu et al., 2002). 

1.2.4 Inflamació 

La inflamació és un punt crític en la fisiopatologia de les malalties cerebrovasculars, i 

especialment en el cas de l’ictus isquèmic, ja que varis estudis han indicat que la inflamació 

postisquèmica és un factor important de cara al pronòstic isquèmic a llarg termini 

(Chamorro and Hallenbeck, 2006; McColl et al., 2009). Després d’una isquèmia cerebral, la 

resposta inflamatòria s’inicia com a resultat de diversos factors com l’excés de ROS/RNS, 

l’aparició de cèl·lules necròtiques i el dany del teixit. El procés inflamatori involucra diversos 

tipus de cèl·lules, citocines inflamatòries i receptors cel·lulars com els “toll-like” (TLRs) 

(Amantea et al., 2009).  

Hi ha vàries poblacions de cèl·lules residents al cervell incloent CEs, astròcits, micròglia i 

neurones, amb la capacitat de secretar factors proinflamatoris després d’un insult isquèmic. 

En aquest sentit, diversos estudis han descrit un increment de citocines i molècules 

d’adhesió a CEs (CAMs, de l’anglès “cell adhesion molècules”) en el teixit cerebral 

postisquèmia (Wang et al., 2007; Tuttolomondo et al., 2008). 

La resposta inflamatòria inicial està regulada per l’activació i el reclutament de cèl·lules de la 

micròglia implicades en la resposta immunitària al cervell (Graeber and Streit, 2010). 

L’activació d’aquestes cèl·lules provoca la secreció de vàries substàncies tant 

neuroprotectores com proinflamatòries. Els efectes neuroprotectors de la micròglia es 

deuen a la generació de factors neurotròfics com el factor de creixement “insulin-like” 1 
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(IGF-1, de l’anglès “insulin-like growth factor”) i el factor neurotròfic derivat del cervell 

(BDNF, de l’anglès “brain-derived neurotrophic factor”). Pel que fa a les citocines 

proinflamatòries, aquestes inclouen el factor de necrosi tumoral α (TNF-α, de l’anglès 

“tumor necrosis factor”), les interleuquines 1β (IL-1β) i 6 (IL-6), així com altres molècules 

potencialment citotòxiques com els prostanoides, les ROS i l’NO (Mrak and Griffin, 2005; 

Lucas et al., 2006). Així doncs, és important destacar que, degut a la barreja de factors 

neuroprotectors i proinflamatòris secretats durant el procés inflamatori, el rol global de la 

micròglia pot diferir en funció del moment i de la situació analitzada, on a curt termini 

semblaria agreujar la lesió i en canvi contribuiria a la regeneració a llarg termini (Veure 

apartat 1.2.6) (Gelderblom et al., 2009). 

Inicialment es creia que la micròglia eren les úniques cèl·lules involucrades en el procés 

inflamatori del cervell, però recentment han anat apareixent estudis on s’ha demostrat una 

infiltració de neutròfils i monòcits provinents de la sang que també contribueixen a la 

inflamació postisquèmica. Una gran quantitat de leucòcits són reclutats a la zona isquèmica 

per iniciar la reparació del teixit fagocitant les restes necròtiques, regulant l’angiogènesi i 

regenerant la matriu extracel·lular (MEC). No obstant, aquestes cèl·lules també poden 

contribuir al dany isquèmic ja que un cop activats, produeixen ROS, radicals d’O2- i H2O2, a 

més d’alliberar enzims com la catepsina G, col·lagenases, gelatinases i heparinases que 

juntament amb les ROS acaben danyant la MEC i la vasculatura (Ross et al., 2007; Courties 

et al., 2014; Ruhnau et al., 2017).  

1.2.5 Disrupció de la barrera hematoencefàlica 

La barrera hematoencefàlica (BHE) tal i com es detallarà a l’apartat 1.4, és una estructura 

altament selectiva que separa el torrent sanguini de la resta de teixit cerebral que inclou 

diferents tipus de cèl·lules (Daneman and Prat, 2015). Les evidències demostren clarament 

que la isquèmia indueix un augment de la permeabilitat de la BHE tot i que els mecanismes 

involucrats en aquest procés encara no són del tot coneguts. Els treballs en models animals 

d’isquèmia han permès detectar que es produeixen alteracions de forma esglaonada 

començant per un increment de la transcitosi en les CEs que formen part de la BHE, seguit 

de la degradació de proteïnes de la MEC i unions estretes (UEs) entre altres, essencials per la 

integritat de la BHE (Knowland et al., 2014). A més, s’ha descrit que la isquèmia causa canvis 
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dràstics en l’activitat i l’expressió endotelial de canals iònics i transportadors exportadors, a 

part de la inducció de la inflamació, que altera les relacions entre les CEs, la MEC i els 

astròcits contribuint a la disfunció de la BHE (Daneman and Prat, 2015) (Veure apartat 

1.4.3).  

1.2.6 Mecanismes de reparació 

S’ha demostrat àmpliament que la majoria de pacients que han patit un ictus isquèmic 

acaben presentant algun grau de millora al llarg del temps de recuperació. En aquest sentit, 

s’ha observat que les àrees de la penombra són altament dinàmiques i que els circuits 

neuronals adjacents a la zona afectada són reclutats per tal de restaurar el funcionament. 

Mitjançant tècniques d’imatge avançades i estudis electrofisiològics s’ha demostrat que 

aquesta remodelació a nivell de circuits es correlaciona amb processos moleculars més 

específics de plasticitat dendrítica i sinàptica (Li and Murphy, 2008).  

D’altra banda, un dels grans avenços de l’última dècada ha estat la demostració que el 

cervell dels mamífers també és capaç de regenerar neurones mitjançant un procés 

anomenat neurogènesi. Aquest procés s’ha observat en determinades zones del cervell com 

la subventricular i la subgranular i en condicions normals, aquestes neurones noves migren 

cap a regions olfactòries i altres capes hipocampals, respectivament. No obstant, després 

d’una isquèmia, la neurogènesi sembla incrementar-se augmentant així la migració 

d’aquestes cèl·lules cap a la zona de lesió. Les dades publicades suggereixen que aquesta 

inducció de la neurogènesi com a resposta a la isquèmia contribueix de forma activa a la 

recuperació neurològica dels pacients (Chen et al., 2010). De fet, diversos estudis han 

demostrat que la inhibició de les cèl·lules precursores neurals, les encarregades de dur a 

terme la neurogènesi, afecta negativament a la recuperació neurològica després d’una 

isquèmia (Jin et al., 2010a). En canvi, el trasplantament d’aquestes cèl·lules milloren la 

recuperació a més de potenciar la supervivència neuronal, indicant que aquests tipus 

cel·lular és essencial per el procés de reparació postisquèmia (Bacigaluppi et al., 2009).  

Juntament a la neurogènesi i la plasticitat neural, la recuperació cerebral postisquèmia 

presenta patrons complexos de remodelació vascular. S’ha demostrat clarament que 

l’angiogènesi i la vasculogènesi, és a dir, els processos de formació de nous vasos, 

s’indueixen a les regions de la penombra després d’una isquèmia (Arai et al., 2009). 
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Aquestes processos són una peça clau per a la reparació postisquèmia i de fet, s’ha descrit 

en models animals que la seva inducció està correlacionada amb una disminució del dany 

isquèmic (Fan et al., 2010). De forma similar, s’ha demostrat una correlació en pacients 

isquèmics entre la densitat de vasos nous formats a la zona de penombra i la seva 

supervivència (Krupinski et al., 1994).  

De fet, les respostes neurogèniques i angiogèniques estan altament coregulades després 

d’una isquèmia, fet que no sorprèn ja que són dos processos molt conservats evolutivament 

parlant que comparteixen mediadors i vies de senyalització (Carmeliet and Tessier-Lavigne, 

2005). Així mateix, s’ha demostrat que la inducció de la neurogènesi deguda a la isquèmia 

també potencia l’angiogènesi i a la inversa. Per tant, semblaria que la reparació del cervell 

postisquèmia comprèn processos interdependents de plasticitat neuronal i neurovascular 

(Snapyan et al., 2009). Curiosament, moltes d’aquestes vies de senyalització s’activen en 

períodes de reparació diferents fet que provoca que puguin ser alhora perjudicials o 

beneficioses (Lo, 2008). La família de metal·loproteases de matriu (MMPs, de l’anglès 

“matrix metal·loproteases”) i les ROS entre d’altres presenten aquest rol bifàsic ja que 

s’associen amb efectes perjudicials durant les primeres fases de la isquèmia, però alhora són 

essencials per la migració cel·lular durant la fase de remodelació (Zhao et al., 2006; Yang, 

2019). L’estudi i la completa comprensió dels rols d’aquestes vies pot suposar un punt 

determinant per el desenvolupament de nous agents terapèutics en el tractament de la 

isquèmia. 

1.3  Tractament de l’ictus isquèmic en fase aguda 

Tradicionalment es poden distingir tres fases després d’un ictus: aguda, subaguda i crònica. 

No obstant, els rangs temporals que caracteritzen aquestes fases presenten variacions 

significatives dins la literatura. Normalment, l’interval entre el tercer i setè dia s’anomena 

fase aguda (des de l’aparició dels símptomes fins a l’estabilització mèdica del pacient). Del 

primer al sisè mes es defineix com a fase subaguda (període en el que es presenta una 

millora funcional progressiva), i després dels 3-6 mesos següents comença la fase crònica 

(període d’estabilització funcional) (Teismann et al., 2011). 

Des d’un punt de vista terapèutic, el tractament de l’ictus isquèmic agut té tres objectius 

immediats: iniciar la reperfusió del teixit isquèmic, aturar la propagació de l’infart i prevenir 
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possibles rèpliques. La popular expressió en anglès “time is brain” posa èmfasi en la 

rapidesa amb la qual les neurones queden irreversiblement afectades durant un ictus 

isquèmic. Es calcula que una mitjana de 1,9 milions de neurones són destruïdes amb cada 

minut d’evolució d’una isquèmia tot i que hi ha diversos factors implicats com la regió 

afectada, la pressió sanguínia o la perfusió colateral que poden modificar el càlcul. 

Traslladant-ho al temps de vida del pacient, cada minut salvat durant un ictus isquèmic 

representa una mitjana de 1,8 dies addicionals de vida sana (Siket, 2016).  

Fins a dia d’avui, la recanalització i la reperfusió són els dos pilars del tractament de l’ictus 

isquèmic agut ja que són la clau per reduir el volum d’infart i per revertir els dèficits 

neurològics. La recanalització es defineix per el grau d’obertura de l’arteria obstruïda, 

mentre que la reperfusió es mesura amb la quantitat de flux que retorna a la regió 

prèviament hipoperfosa. Aquest tractament funciona perquè en la majoria de casos, quan 

es produeix la oclusió, la zona circumdant no queda afectada tota de la mateixa manera sinó 

que queden regions amb una baixa perfusió però no infartades inicialment. Com s’ha 

comentat anteriorment, aquest teixit representa la penombra de la isquèmia i amb una 

restauració adequada i ràpida del flux sanguini és recuperable. L’administració intravenosa 

d’un agent trombolític o les intervencions endovasculars com la trombòlisi intra-arterial, la 

trombectomia mecànica o l’aspiració mecànica són les estratègies utilitzades actualment 

per aconseguir la reperfusió (Siket, 2016). 

1.3.1 Teràpia trombolítica 

Les primeres utilitzacions d’agents trombolítics administrats de forma intravenosa com a 

tractament de l’ictus isquèmic agut van aparèixer a l’any 1958 però no va ser fins al 1995 

que l’activador tissular del plasminogen recombinant (rt-PA, de l’anglès “recombinant tissue 

plasminogen activator”) va ser testat pel “National Institute of Neurological Disorders and 

Stroke” (NINDS) (The National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke 

Study Group (NINDS Group), 1995). Posteriorment es va determinar la dosis i el protocol per 

administrar l’rt-PA de forma segura i es va seguir a la fase clínica III. Aquesta part es va dur a 

terme en pacients que portaven 3 h d’isquèmia aguda observant al cap de 3 mesos una 

millora significativa en els pacients que havien estat tractats amb el fàrmac tot i detectar 

també un increment en la incidència d’hemorràgies intracerebrals. Aquests resultats van 
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servir perquè l’agència americana “Food and Drug Administration” (FDA) aprovés l’ús de l’rt-

PA al 1996, fet que va significar un gran avenç en la gestió de l’ictus isquèmic agut. 

Posteriorment es van continuar realitzant estudis per intentar ampliar l’interval temporal 

d’administració de l’rt-PA, com l’ATLANTIS o l’EPHITET, però no va ser fins al 2008 que 

l’estudi europeu ECASS III va permetre allargar la finestra terapèutica fins a 4,5 h (Hacke et 

al., 2008).  

El tractament amb rt-PA evita la mort o la dependència a 1 de cada 7 pacients tractats i de 

cada 100 pacients tractats, 32 presentaran una nul·la o mínima discapacitat gràcies al 

fàrmac al cap de 3 mesos (Saver et al., 2010). No obstant, tot i l’eficàcia, el volum de 

pacients que poden rebre el tractament és molt baix (<10%) degut a l’estreta finestra 

terapèutica de 4,5 h (Medcalf and Davis, 2012). L’administració d’aquest fàrmac s’associa 

amb varis efectes adversos dels quals el més important és el risc de provocar una 

hemorràgia cerebral simptomàtica que s’observa en un 8% dels casos i que acaba agreujant 

l’ictus o fins i tot causant la mort (Donnan et al., 2008). Cal destacar que existeixen varis 

tipus d’rt-PA com la tenecteplasa o la desmoteplasa, diferenciats per petits canvis de la seva 

seqüència d’aminoàcids, que han estat estudiats recentment arribant a les proves clíniques 

de fase III (NOR-TEST i TASTE per la tenecteplasa i DIAS-3 i 4 per la desmoteplasa). Tret de 

l’estudi TASTE (de l’anglès, “Tenecteplase Versus Alteplase for Stroke Thrombolysis 

Evaluation Trial”) que actualment encara està en desenvolupament, la resta d’estudis no 

han aconseguit demostrar una eficàcia superior dels nous fàrmacs respecte a l’rt-PA original 

(alteplasa). A banda de l’rt-PA, s’han estudiat altres estratègies terapèutiques per l’ictus 

isquèmic agut, fonamentalment dirigides al bloqueig d’alguna de les reaccions moleculars 

responsables de la mort neuronal en la isquèmia mitjançant l’ús de fàrmacs teòricament 

neuroprotectors com els agents estabilitzadors de calci, agents antiexcitotòxics, 

antioxidants, antiapoptòtics o antiinflamatoris. No obstant, tot i obtenir resultats molt 

prometedors en models animals, la neuroprotecció farmacològica no ha aportat beneficis en 

pacients amb un ictus isquèmic agut (Castillo et al., 2003; Woodruff et al., 2011). 

Cal mencionar però que la teràpia trombolítica amb rt-PA representa una arma de doble tall 

ja que d’una banda promou la necessària trombòlisi però d’altra banda també promou una 

perillosa neurotoxicitat en el cervell isquèmic. En aquest sentit, s’ha establert que el t-PA 



INTRODUCCIÓ 

17 

 

(de l’anglès “tissue plasminogen activator”) exogen, és a dir, l’rt-PA que s’administra com a 

teràpia, pot creuar la BHE tant si està intacta com si està danyada, per acabar arribant al 

parènquima cerebral (Benchenane et al., 2005). Per tant, ambdós t-PAs, endogen i exogen, 

són capaços d’afectar a les funcions cerebrals. De fet, a part del seu rol proteolític, el t-PA 

pot induir vies de senyalització, que com s’explicarà a continuació, poden provocar greus 

danys a la zona afectada per la isquèmia (Jin et al., 2010b). 

1.3.1.1 El t-PA 

El t-PA és una proteasa serina d’uns 70 kDa que es troba present al plasma, al sistema 

nerviós central (SNC) i a la interfase entre la sang i el cervell, també anomenada unitat 

neurovascular (UNV). Estructuralment, presenta un domini amb activitat proteolítica, el qual 

li confereix la capacitat de proteasa; dos dominis “kringle”, responsables de la interacció del 

t-PA amb la fibrina, i dos altres dominis amb funcions menys rellevants (Yepes et al., 2009). 

L’activitat vascular del t-PA està principalment controlada per una família de serpines 

(inhibidors de proteases serines): els inhibidors de l’activador del plasminogen tipus 1 (PAI-

1, de l’anglès “plasminogen activator inhibitor”). L’equilibri entre el t-PA i el PAI-1 regula la 

fibrinòlisi a la vasculatura. El t-PA és, com indica el seu nom, l’encarregat d’activar el 

proenzim plasminogen i transformar-lo a plasmina, però les seves funcions van més enllà 

d’aquesta simple activació.  

Durant l’aparició d’un coàgul, el t-PA s’uneix a la xarxa de fibrina mitjançant els seus dominis 

“kringle” augmentant així la seva afinitat per el plasminogen que igual que el t-PA, també 

queda unit a la xarxa de fibrina per els dominis “kringle”, facilitant la interacció d’aquestes 

dues proteïnes (Rijken, 1995; Lijnen, 2006). Conseqüentment, els PAI es dissocien i el t-PA 

queda activat generant plasmina només al voltant del coàgul, i per tant induint la seva 

degradació. De forma similar, les CEs expressen l’annexina A2 a la superfície, també 

anomenada receptor de t-PA i plasminogen (Cesarman-Maus and Hajjar, 2005), que facilita 

la interacció d’aquestes dues proteïnes multiplicant per 60 la formació de plasmina i ajudant 

a mantenir la fluïdesa sanguínia. És per aquests motius que el t-PA actua a la sang com a 

fibrinolític, fet que va propiciar la seva utilització en teràpies de reperfusió en isquèmia 

cardíaca i cerebral (Rijken and Lijnen, 2009). 
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Al SNC, el t-PA és expressat per neurones, astròcits, micròglia i oligodendròcits i es troba 

particularment a l’hipocamp, l’hipotàlem, cerebel, cos callós, amígdala i medul·la espinal 

(Sappino et al., 1993; Correa et al., 2011). De forma similar, l’activitat del t-PA al parènquima 

està regulada per el PAI-1 però en aquest cas, ajudat també per la neuroserpina, un altre 

inhibidor potent present al SNC (Miranda and Lomas, 2006). El t-PA és un regulador clau 

dels processos de migració i remodelació cel·lulars gràcies a la seva capacitat de degradar la 

MEC i les unions cel·lulars. De fet, s’ha demostrat que el t-PA està implicat en el creixement 

axonal i en la plasticitat sinàptica, concretament en potenciació a llarg termini, processos 

associats amb aprenentatge i memòria (Seeds et al., 1997; Yepes and Lawrence, 2004).  

1.3.1.2 Transformació hemorràgica de l’ictus isquèmic 

La transformació hemorràgica (TH) és un fenomen per el qual, després d’un ictus isquèmic i 

com a conseqüència del dany a la BHE, es produeix una hemorràgia intracerebral. Aquest 

procés forma part de l’evolució natural de l’ictus isquèmic, i es calcula que es produeix 

espontàniament en un 40-50% dels pacients (Arnould et al., 2004). No obstant, molts 

d’aquests casos són asimptomàtics i no es donen a les primeres 24 h, fet que dificulta la 

seva quantificació. Les hemorràgies importants, considerades a la bibliografia com 

hemorràgies parenquimals o simptomàtiques, són molt menys freqüents (2-5%) (Khatri et 

al., 2007) tot i que s’associen a una gran degeneració i comprometen críticament la vida del 

pacient. Aquestes hemorràgies més extenses contribueixen al deteriorament neurològic 

principalment a través de dos mecanismes: exercint un dany mecànic per compressió tant 

d’estructures com de vasos i un dany tòxic dels components sanguinis extravasats (Wang 

and Lo, 2003). 

Tot i que la TH forma part de l’evolució natural de l’ictus, s’ha demostrat que la 

recanalització del vas obstruït, i especialment la teràpia trombolítica amb rt-PA, augmenten 

el risc de sagnat simptomàtic (entre un 8-9%), raó per la qual es limita la seva aplicació 

(Larrue et al., 2001).  

La literatura suggereix la possibilitat que existeixin dos tipus de TH, una que es dona més 

ràpidament, entre les primeres 18 i 24 h d’isquèmia, i una TH més tardana que té lloc 

després de 18-24 h d’isquèmia. L’estrès oxidatiu, la neuroinflamació i la proteòlisi podrien 

ser els principals mecanismes causants de la TH primerenca (Veure apartat 1.4.3) mentre 
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que altres proteases i agents de remodelació vascular proangiogènics estarien més 

relacionats amb la TH tardana tot i que aquests últims no es detallaran ja que no exerceixen 

un paper fonamental en la TH en la fase aguda de la isquèmia (Jickling et al., 2014). Avui en 

dia una de les principals línies d’investigació en el camp de l’ictus és conèixer els 

mecanismes per els quals es produeix la TH. 

1.3.2 Trombectomia mecànica 

Una alternativa que està emergint amb força a l’hora de tractar pacients amb una oclusió 

intracranial d’artèria gran és l’anomenat tractament de recanalització endovascular o 

trombectomia mecànica. Tot i que porta dècades utilitzant-se en alguns centres, la recent 

publicació de varis estudis amb resultats molt prometedors ha provocat un fort increment 

en l’interès i el desenvolupament d’aquesta tècnica. Els grans beneficis observats en aquests 

estudis es basen en l’alta capacitat de reperfondre que presenten els “stents retrievers”, uns 

instruments que s’introdueixen a l’artèria fins a la localització del coàgul, l’atrapen 

mitjançant el desplegament d’un entramat de fibres i l’extreuen conjuntament amb la 

retirada de l’instrument. D’aquesta forma s’aconsegueix una reperfusió més ràpida que es 

correlaciona amb majors beneficis clínics (Grotta and Hacke, 2015). Tot i això, aquesta 

tècnica presenta limitacions importants com per exemple el baix nombre de pacients que 

se’n poden beneficiar, la dificultat logística que suposa per els hospitals i l’insuficient 

nombre d’especialistes, entre d’altres (Goyal et al., 2016).  

Per tant, la trombòlisi amb rt-PA i la trombectomia mecànica són les dues úniques 

estratègies de reperfusió que han estat aprovades per la pràctica clínica. Les dues han 

mostrat ser segures i efectives per els candidats adequats. La principal qüestió és que molts 

dels pacients amb un ictus isquèmic agut no podran rebre cap de les dues teràpies degut a 

les diverses restriccions que presenten. Alguns estudis que s’estan realitzant actualment, 

estan explorant la possibilitat d’ampliar les finestres terapèutiques utilitzant tècniques 

d’imatge avançades capaces d’identificar a pacients amb bona circulació col·lateral i per tant 

amb millor viabilitat del teixit afectat i d’aquesta manera ampliar el nombre de pacients 

potencialment tractables (Rabinstein, 2017). 
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1.4  Barrera hematoencefàlica 

La microvasculatura del teixit inclou com elements essencials per l’intercanvi de gasos i 

nutrients, els capil·lars que presenten propietats diferents en funció del tipus de teixit en el 

que es troben per tal de complir amb els seus requeriments metabòlics (Daneman and Prat, 

2015). 

Hi ha tres classes principals de capil·lars en funció de la seva estructura. Els capil·lars 

continus no fenestrats de la pell i els pulmons es troben units mitjançant unions cel·lulars, 

presenten una membrana basal (MB) completa i una absència de porus a la seva membrana 

plasmàtica. Els capil·lars continus fenestrats de les vellositats intestinals i les glàndules 

endocrines tenen una MB similar als anteriors però amb la diferència que la  membrana 

plasmàtica de les CEs conté porus. Per últim, els capil·lars discontinus del fetge presenten 

una MB incompleta i un espai important entre CEs. Aquestes classes de capil·lars difereixen 

majoritàriament en la regulació que exerceixen sobre l’intercanvi de soluts entre la sang i els 

teixits, essent els capil·lars continus els més restrictius, i els discontinus els menys restrictius 

(Aird, 2007a, 2007b). 

La BHE és una estructura amb propietats úniques present a la microvasculatura del SNC. Els 

capil·lars d’aquesta estructura són de tipus continu no fenestrats, però a més contenen una 

sèrie de propietats addicionals que els permeten regular l’intercanvi de molècules, ions, i 

cèl·lules entre la sang i la resta de teixit del SNC (Zlokovic, 2008; Daneman, 2012). Aquesta 

capacitat restrictiva és la que permet a les CEs de la BHE regular amb una gran precisió la 

homeòstasi del SNC, la qual cosa és essencial per mantenir un correcte funcionament 

neuronal i protegir el SNC de toxines, patògens, inflamacions, danys i malalties.  

D’altra banda, la naturalesa restrictiva de la BHE esdevé un obstacle pel que fa al 

subministrament de fàrmacs destinats al SNC i per això s’han destinat grans esforços en 

generar estratègies per fer arribar el fàrmac en qüestió al teixit desitjat (Larsen et al., 2014). 

La pèrdua d’algunes, o de gran part de les propietats d’aquesta barrera durant malalties 

neurològiques com l’ictus, l’esclerosi múltiple, traumes cerebrals i desordres 

neurodegeneratius, és el major component de la patologia i progressió d’aquestes malalties 

(Zlokovic, 2008; Daneman, 2012). La disfunció de la BHE pot conduir a una desregulació 

iònica, una homeòstasi alterada, així com a una infiltració de cèl·lules i molècules 
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immunitàries dins el SNC, processos que en conjunt acaben provocant una disfunció i 

degeneració neuronal (Daneman and Prat, 2015). 

1.4.1 Components de la BHE 

La BHE està formada per les CEs que constitueixen les parets dels vasos, els perícits (PCs) 

recobrint la cara externa de la capa de CEs, els peus astrocítics i la MB, l’element 

extracel·lular d’aquesta estructura que és secretat per els diferents tipus cel·lulars i exerceix 

funcions de suport estructural i transducció del senyal, entre d’altres. Les propietats de la 

BHE són principalment donades per les CEs però també són induïdes i mantingudes gràcies a 

interaccions amb PCs, cèl·lules immunològiques, de la glia i neurals (Figura 1.4).  

 

Figura 1.4| Components de la BHE. A) Marcatge vascular de la medul·la espinal on es pot observar la 

densitat de la xarxa vascular del SNC. B) Fotomicrografia electrònica d’una secció transversal d’un 

vas del SNC on s’observen les relacions entre les cèl·lules endotelials (CEs), els perícits (PCs) i els 

peus astrocítics (PAs). C) Fotomicrografia ampliada d’un vas on es mostren les relacions entre les CEs 

(amb les unions estretes (UEs)), els PCs i els PAs. D) Representació esquemàtica dels tipus cel·lulars 

que formen la BHE. E) Fotomicrografia immunofluorescent on es detecta la relació entre CEs (verd) i 

PCs (vermell). F) Fotomicrografia immunofluorescent que mostra com els astròcits (vermell) 

recobreixen un vas sanguini. Adaptació de Daneman and Prat, 2015. 
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1.4.1.1 Cèl·lules endotelials 

Les CEs que formen part de la paret dels vasos sanguinis són una derivació mesodèrmica de 

les cèl·lules epitelials escamoses. El diàmetre de grans artèries o venes pot estar format per 

dotzenes de CEs mentre que el de capil·lars més petits està constituït per una sola CEs 

plegada sobre si mateixa tot formant la llum del vas (Aird, 2007a, 2007b). Les CEs de la 

microvasculatura del SNC són extremadament planes, un 39% menys denses que les CEs 

musculars, i amb una distància de separació de la cara luminal a l’externa inferior a un quart 

de micra (Coomber and Stewart, 1985). Com s’ha comentat anteriorment, les CEs del SNC 

posseeixen unes propietats úniques en comparació amb les CEs de la resta de teixits, les 

quals confereixen la capacitat de regular finament l’intercanvi de ions, molècules i cèl·lules 

entre la sang i el teixit cerebral. Aquestes CEs estan unides entre elles mitjançant les UEs, les 

quals limiten eficaçment el pas paracel·lular de soluts (Reese and Karnovsky, 1967; 

Brightman and Reese, 1969; Westergaard and Brightman, 1973). A més, s’ha observat que 

aquest tipus de CEs presenten una freqüència de transcitosi extremadament baixa en 

comparació amb les CEs perifèriques, fet que les hi confereix una gran regulació al 

moviment transcel·lular de soluts (Coomber and Stewart, 1985) (Veure apartat 1.4.3.4). 

Aquesta barrera paracel·lular i transcel·lular tant restrictiva és la que permet controlar de 

forma única el pas de ions, molècules i cèl·lules entre la sang i el teixit cerebral. Les CEs del 

SNC expressen principalment dos tipus de transportadors. Els transportadors exportadors es 

troben polaritzats a la cara luminal i s’encarreguen de transportar una gran varietat de 

molècules lipofíliques que d’altra banda també podrien difondre cap a la sang a través de la 

membrana cel·lular (Cordon-Cardo et al., 1989; Thiebaut et al., 1989; Löscher and Potschka, 

2005). El segon tipus de transportadors són els encarregats de facilitar el pas de nutrients 

específics cap al teixit cerebral i exportar els residus generats per les cèl·lules cap a la sang 

per tal de ser eliminats (Mittapalli et al., 2010) (Veure apartat 1.4.2.2). 

En comparació amb altres tipus de CEs, les del SNC presenten una gran quantitat de 

mitocondris. Es creu que aquests mitocondris són els responsables de generar l’ATP 

necessari per mantenir el gradient iònic, requisit essencial per a dur a terme les funcions de 

transport. D’altra banda, aquestes CEs expressen nivells extremadament baixos de 

molècules d’adhesió de leucòcits (MALs), fet que limita en gran mesura, el nombre de 

cèl·lules immunològiques que s’infiltren al SNC (Henninger et al., 1997; Aird, 2007b; 
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Daneman et al., 2010a). La combinació de les barreres físiques (UEs i baixa transcitosi), les 

propietats moleculars (transportadors exportadors, metabolisme específic i baixa expressió 

de MALs, i dels transportadors específics per determinats nutrients, atorga a les CEs la 

capacitat de regular l’homeòstasi del SNC amb gran precisió.  

1.4.1.2 Perícits 

Els PCs són unes cèl·lules murals que recobreixen la cara externa del tub endotelial i 

integrades a la MB de la microvasculatura (Sims, 1986). Els PCs estenen llargues elongacions 

cel·lulars al llarg de la superfície externa de l’endoteli i sovint abasten a varis cossos de CEs. 

Aquestes cèl·lules contenen proteïnes contràctils mitjançant les quals poden controlar el 

diàmetre dels capil·lars (Peppiatt et al., 2006). Tot i que el PCs es situen envoltant els 

capil·lars, la majoria d’ells no arriba a tocar l’endoteli ja que la MB en la qual estan integrats, 

es troba entremig. Ara bé, en determinats punts sí que es formen adhesions amb l’endoteli 

descrites com unions “peg-and-socket”, regulades per la molècula cadherina-N (Gerhardt et 

al., 2000). A part, també s’han identificat altres tipus de contacte entre els PCs i les CEs, com 

per exemple les unions d’adhesió, unions gap i UEs (Courtoy and Boyles, 1983; Cuevas et al., 

1984; Larson et al., 1987; Díaz-Flores et al., 2009).  

A diferència dels PCs d’altres teixits que deriven del mesoderm, els PCs del SNC deriven de 

la cresta neural, fet que els hi confereix unes propietats úniques (Majesky, 2007). S’ha 

descrit que aquestes cèl·lules són essencials per la formació de la BHE durant el 

desenvolupament i per el seu manteniment en l’edat adulta i posterior envelliment (Armulik 

et al., 2010; Daneman et al., 2010b). En aquest sentit, la microvasculatura del SNC presenta 

una proporció aproximada de CEs:PCs d’entre 1:1 i 1:3 mentre que per exemple en teixit 

muscular la proporció és de 100:1 (Shepro and Morel, 1993). Els PCs porten a terme papers 

importants en varis processos com la regulació de l’angiogènesi i de la infiltració de cèl·lules 

immunitàries, la formació de la MEC o la restauració de ferides, entre d’altres, i alguns 

estudis suggereixen que poden convertir-se en cèl·lules mare multipotents (Armulik et al., 

2011). 

1.4.1.3 Astròcits 

Els astròcits són un tipus de cèl·lules de la glia que estenen les seves ramificacions 

polaritzades envoltant tant cossos neuronals com vasos sanguinis (Abbot et al., 2006). Els 
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peus d’aquestes elongacions pràcticament envolten tot el tub vascular i expressen un 

conjunt de proteïnes entre les quals es troben el distroglicà, la distrofina i l’aquaporina 4. El 

complex distroglicà-distrofina és important per associar el citoesquelet del peu astrocític a 

la MB. Aquesta unió està coordinada per l’aquoporina 4 que al mateix temps, regula 

l’homeòstasi de l’aigua al SNC (Noell et al., 2011; Wolburg et al., 2011). S’ha descrit que els 

astròcits juguen un paper important en la regulació de la BHE tot i que els mecanismes no 

estan del tot clars. S’ha observat que mitjançant astròcits purificats es pot induir el 

desenvolupament de propietats de BHE a vasos sanguinis que no formen part del SNC 

(Janzer and Raff, 1987). Cal destacar però que aquests estudis sovint utilitzen astròcits 

cultivats de cervells de ratolins neonatals, i per tant és probable que a part dels astròcits 

madurs, les cèl·lules progenitores puguin tenir un paper rellevant. En aquest sentit, alguns 

treballs han suggerit que la BHE es forma abans de la generació dels astròcits i que, per tant, 

aquestes cèl·lules no intervenen en la inducció de la BHE (Daneman et al., 2010b). No 

obstant, la identificació de factors secretats per els astròcits com el TGFβ (de l’anglès 

“transforming growth factor-β”) o el GDNF (de l’anglès “glial-derived neurotrophic factor”) 

entre d’altres, que regulen les funcions de la BHE indiquen que els astròcits madurs 

modulen i mantenen les propietats de la barrera un cop està formada (Abbot et al., 2006). A 

part, els astròcits serveixen de pont cel·lular entre els circuits neuronals i els vasos sanguinis. 

Aquesta unió neurovascular permet als astròcits enviar senyals per regular el flux sanguini 

com a resposta a l’activitat neuronal, principalment controlant la contracció/dilatació de les 

cèl·lules musculars d’arterioles o els PCs dels capil·lars (Attwell et al., 2010). 

1.4.1.4 Membrana basal 

El tub vascular es troba recobert per dues MBs, la MB vascular interior i la MB 

parenquimàtica exterior (del Zoppo et al., 2006; Sorokin, 2010). La MB vascular és una MEC 

secretada per les CEs i els PCs, mentre que la parenquimàtica és bàsicament secretada per 

elongacions astrocítiques que s’estenen al llarg de la vasculatura. Aquestes MBs estan 

formades per diferents molècules secretades com els col·làgens de tipus IV, la laminina i 

altres glicoproteïnes, tot i que les dues MBs difereixen en la composició.  Aquestes MBs 

serveixen de plataforma per molts processos de senyalització però també suposen una capa 

addicional a la barrera aportant més resistència i restringint el pas de cèl·lules i molècules. 

La disrupció d’aquestes MBs per mitjà de les MMPs és un dels principals causants de la 
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disfunció de la BHE (Veure apartat 1.4.3.3) i infiltració de leucòcits, processos observats en 

varis desordres neurològics (Daneman and Prat, 2015).  

1.4.2 Proteïnes expressades per les cèl·lules endotelials de la microvasculatura cerebral 

Del conjunt de cèl·lules que constitueixen la BHE, les CEs són les encarregades de segellar 

tots els espais intercel·lulars i regular la permeabilitat de la BHE mitjançant la transcitosi. En 

aquest sentit, s’ha observat que l’alteració de la permeabilitat de les CEs afecta directament 

a la permeabilitat de la BHE demostrant clarament que aquestes cèl·lules juguen un paper 

central en la regulació de la BHE. Per aquest motiu, l’estudi de les molècules expressades 

per les CEs del SNC ha permès la identificació de components estructurals i de transport 

molt rellevants per la funcionalitat de la BHE (Daneman and Prat, 2015).  

Actualment, la utilització d’aproximacions experimentals proteòmiques i genòmiques a gran 

escala han incrementat en gran mesura el detall i el coneixement de la biologia molecular de 

la BHE. L’ús de fragments microvasculars purificats, CEs purificades i CEs cultivades, en 

combinació amb la tecnologia de “microarrays”, de seqüenciació d’àcid ribonucleic (ARN) i 

d’anàlisi proteòmic amb espectroscòpia de masses, ha permès comparar l’expressió gènica 

entre CEs del SNC i cèl·lules neurals, així com també amb CEs d’altres teixits. Més 

detalladament, l’anàlisi de les diferències moleculars entre les CEs del SNC i les CEs d’altres 

teixits no neurals ha desvelat que les CEs de la BHE presenten una composició molecular 

única (Li et al., 2001; Enerson and Drewes, 2006; Ohtsuki et al., 2014). 

1.4.2.1 Proteïnes d’unions estretes 

Les CEs del SNC es troben unides mitjançant les UEs, les quals creen una barrera 

paracel·lular de gran resistència per a molècules i ions, polaritzant així, els compartiments 

interns i externs dels vasos. La majoria de coneixements sobre les UEs han estat obtinguts 

en treballs realitzats en CEs, on s’ha identificat que aquestes adhesions cel·lulars es formen 

a la part apical de la membrana lateral mitjançant interaccions entre unes molècules 

transmembrana unides al citoesquelet, i els corresponents adaptadors citoplasmàtics. La 

resistència de les unions varia en gran mesura en funció del teixit en el que es troben. En 

treballs amb cultius cel·lulars s’ha observat que aquestes unions presenten una 

permeabilitat selectiva depenent de mida per molècules sense càrrega de 4 nm com a 

màxim (Van Itallie and Anderson, 2006; Van Itallie et al., 2008).  
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Les proteïnes transmembrana anomenades anteriorment inclouen les claudines, les 

ocludines i les molècules adhesives d’unió (MAUs) (Furuse, 2010). Les claudines són una 

família amb més de 25 membres diferents que es caracteritzen per presentar un domini W-

GLW-C-C en el primer bucle extracel·lular (Gupta and Ryan, 2010). Treballs in vitro 

suggereixen que les claudines són essencials per la formació de la barrera paracel·lular. 

L’expressió de claudines és suficient per generar UEs en fibroblasts, i la disrupció d’aquestes 

proteïnes disminueix les propietats de la barrera (Furuse et al., 1998; Van Itallie and 

Anderson, 2006). També s’ha descrit en treballs amb claudines quimèriques, que els residus 

dels aminoàcids presents al primer bucle extracel·lular defineixen la mida del porus i la 

càrrega que deixarà passar. Per tant, la composició de claudines d’una cèl·lula en particular 

pot determinar la permeabilitat de la barrera paracel·lular (Colegio et al., 2003). Els diversos 

membres de la família de les claudines s’expressen a les barreres epitelials de teixits 

diferents i s’ha observat que hi ha claudines específiques que són essencials per 

determinades barreres (Furuse et al., 2002; Miyamoto et al., 2005). Les CEs de la BHE 

expressen diverses claudines com la 12 o la 3 (Daneman et al., 2010a) però en petites 

quantitats en comparació amb la majoritària expressió de la Claudina-5, la qual és essencial 

perquè la BHE tingui la permeabilitat selectiva (Morita et al., 1999). 

Igualment, l’expressió de les ocludines és fonamental per mantenir la funcionalitat de la BHE 

(Balda et al., 1996) i de forma similar a les claudines, les ocludines es troba molt més 

expressada a les CEs del SNC en comparació amb les CEs de la resta de teixits indicant que 

pot ser un component important de la BHE. No obstant, ratolins amb deficiència d’aquesta 

proteïna no presenten cap fet anormal pel que fa a la resistència d’aquesta barrera. Ara bé, 

sí que s’ha detectat un increment de calci al SNC d’aquests ratolins, suggerint que les 

ocludines podrien estar regulant el flux de calci a través de la BHE (Saitou et al., 2000). 

Les MAUs formen part d’una subfamília d’immunoglobulines expressades per leucòcits i 

plaquetes així com, per cèl·lules epitelials i endotelials. Aquestes molècules es localitzen a 

les unions entre cèl·lules enriquint i ajudant a mantenir les UEs. La identificació de proteïnes 

que interaccionen amb les MAUs intra i extracel·lulars suggereix que les MAUs podrien estar 

actuant de dues formes. D’una banda, s’ha descrit que aquestes proteïnes s’associen 

mitjançant els seus dominis extracel·lulars amb integrines expressades per leucòcits, 
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involucrades en la regulació de les interaccions entre CEs i leucòcits. D’altra banda, els seus 

dominis citoplasmàtics els proporciona la capacitat d’interaccionar amb vàries proteïnes 

associades a UEs com per exemple la “zonula occludens 1” (ZO-1), l’afadina-6 (AF6), la 

MUPP1 (de l’anglès “multi-PDZ domain protein 1”) i la PAR-3 (de l’anglès “partitioning-

defective protein 3”). Per tant, les MAUs tant poden estar regulant les interaccions entre 

leucòcits, plaquetes i CEs, com la formació de UEs a cèl·lules epitelials i endotelials afavorint 

la polarització cel·lular (Martìn-Padura et al., 1998; Johnson-Léger et al., 2002).    

Els complexes d’adhesió transmembrana es troben units al citoesquelet mitjançant una 

sèrie d’adaptadors citoplasmàtics entre els quals s’hi pot trobar la ZO-1, la ZO-2, la cingulina, 

paracingulina, les MAGIs (de l’anglès “membrane associated guanylate kinase inverted”) 

entre d’altres (Van Itallie and Anderson, 2013). A més, les UEs interaccionen amb les unions 

adherents (UAs) basals, les quals connecten totes les CEs a través de les cadherines i les 

catenines unides alhora al citoesquelet. És interessant que moltes de les proteïnes 

identificades a les UEs com la Claudina-5, la 12 o les ZO-1 i 2, siguin expressades per CEs de 

tots els teixits, i que en canvi, només es formi aquesta barrera tant selectiva al SNC. L’anàlisi 

transcripcional comparant les CEs del SNC amb altres CEs perifèriques suggereix que són 

tots aquests adaptadors citoplasmàtics que s’han comentat, els que enriquint les UEs, 

desenvolupen un paper essencial en la formació de la BHE (Daneman and Prat, 2015) (Figura 

1.5).  
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Figura 1.5| Representació esquemàtica de les diferents unions entre les CEs de la BHE. Les unions 

adherents (UAs) de la BHE estan basades en la interacció de dímers de cadherina endotelial vascular 

(VE-cadherina) que alhora també es troben unides al citoesquelet d’Actina mitjançant altres 

proteïnes com les p120, les catenines i les afadines 6 (AF6). Les nectines són unes proteïnes 

transmembrana que contribueixen a la formació de les UAs. Les unions estretes (UEs) de la BHE 

estan formades per molècules adhesives d’unió (MAU) A, B i C, Claudina-3, 5 i 12 i Ocludina. 

Aquestes proteïnes interaccionen amb les ZO-1 i 2, les quals medien la unió al citoesquelet d’Actina. 

A part també s’han detectat altres proteïnes que contribueixen a la formació d’aquestes unions com 

les PECAM-1 i les CD99. Adaptació de Tietz and Engelhardt, 2015. 

1.4.2.2 Transportadors 

La baixa permeabilitat de les unions paracel·lulars provoca que el transport de ions i 

molècules entre la sang i el teixit depengui exclusivament de les propietats de cada cèl·lula. 

Com ja s’ha comentat anteriorment, les CEs del SNC expressen majoritàriament dos tipus de 
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transportadors: els transportadors exportadors i els transportadors de nutrients. 

Actualment l’interès per dilucidar tota la gamma de transportadors i els seus corresponents 

substrats ha augmentat considerablement ja que ajudaria en gran mesura a descriure els 

requisits externs per al correcte metabolisme i funcionament cerebral, i a identificar 

possibles dianes per millorar diversos tractaments farmacològics que necessiten creuar la 

BHE per ser efectius. Els transportadors exportadors utilitzen l’energia de la hidròlisi de 

l’ATP per transportar els seus substrats en contra del gradient (Ha et al., 2007) i la majoria es 

troben localitzats a la superfície luminal on evoquen una àmplia gamma de substrats a la 

sang. S’ha de tenir en compte però que la informació que es coneix sobre les molècules 

endògenes exportades per aquests transportadors i la seva implicació en el SNC és molt 

limitada, i que per tant, la manipulació externa dels transportadors podria alterar la 

regulació de les funcions cerebrals (Löscher and Potschka, 2005). 

Els transportadors de nutrients faciliten el moviment de nutrients específics aprofitant el 

seu gradient de concentració. Les CEs del SNC expressen una gran varietat d’aquests 

transportadors fet que els permet subministrar nutrients molt específics al parènquima del 

SNC. La majoria d’aquestes proteïnes transportadores pertanyen a la família dels 

transportadors de difusió facilitada, és a dir que no hi ha un requeriment energètic per dur a 

terme el transport (Morris et al., 2017). El transportador SLC2A1 (de l’anglès “Solute Carrier 

Family 2 Member 1”), també conegut com GLUT1 (de l’anglès “Glucose transporter 1”), és 

l’encarregat de proporcionar glucosa al SNC i és per aquest motiu que l’expressió d’aquesta 

proteïna és troba altament incrementada a les CEs del SNC en comparació amb les CEs de la 

resta de teixits no neurals (Cornford et al., 1994). D’altra banda, les CEs del SNC també 

expressen proteïnes relacionades amb diversos sistemes de transport dependents de 

receptor, com el receptor de transferrina (transferrina/ferro), l’Ager (amiloide) i les 

lipoproteïnes relacionades amb receptors de baixa densitat (LRP1/LRP8, de l’anglès “low-

density lipoprotein receptor–related protein”). Tot i que la majoria d’aquests transportadors 

importen nutrients de la sang cap al teixit, també n’hi ha d’importants que s’encarreguen 

d’eliminar els residus cel·lulars del teixit. Una caracterització completa dels transportadors 

de la BHE, dels seus substrats, i de les direccions de transport, és essencial per determinar 

quins són els requeriments externs del SNC i com la BHE regula la interacció entre la sang i 

el SNC (Mittapalli et al., 2010). 
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1.4.2.3 Molècules d’adhesió a leucòcits 

El SNC presenta uns nivells d’activació del sistema immunitari extremadament baixos, amb 

una absència pràcticament total de neutròfils i limfòcits dins el parènquima. La infiltració de 

leucòcits de la sang cap al teixit és un procés amb múltiples passos que inclou l’adhesió de 

rodament, l’adhesió ferma a les CEs i la posterior extravasació. Aquest procés requereix que 

les CEs expressin una sèrie de molècules d’adhesió a leucòcits com les selectines (selectina E 

i P) per l’adhesió de rodament i diverses immunoglobulines per l’adhesió ferma (Huang et 

al., 2006). L’expressió d’aquestes proteïnes és significativament inferior en les CEs del SNC 

que en les CEs d’altres teixits perifèrics però aquesta expressió es dispara durant malalties 

que impliquin una neuroinflamació com la isquèmia cerebral o l’esclerosi múltiple (Huang et 

al., 2006; Engelhardt, 2008). Cal destacar, que s’han observat infiltracions de diferents grups 

de cèl·lules inflamatòries en funció de la malaltia. Per exemple, en el cas de la isquèmia 

cerebral s’ha descrit una infiltració de neutròfils i macròfags però no de limfòcits 

(Engelhardt, 2008). 

1.4.2.4 Altres molècules de la BHE 

Les aproximacions genòmiques i proteòmiques a gran escala han permès la identificació de 

cascades de senyalització que es produeixen en les CEs del SNC. Més concretament, s’ha 

observat que les vies “Wnt/b-catenin” i “Sonic hedgehog” juguen un paper clau regulant la 

formació i el funcionament de la BHE (Liebner et al., 2008; Stenman et al., 2008; Alvarez et 

al., 2011). D’altra banda, el metabolisme vascular també es troba implicat en la regulació de 

les propietats de barrera dels vasos del SNC metabolitzant toxines o alterant les propietats 

de diverses molècules. En aquest sentit, s’han identificat enzims específics com l’anhidrasa 

carbònica IV i la transpeptidasa γ-glutamil, que es troben enriquits en la vasculatura del SNC 

(Orlowski et al., 1974; Ghandour et al., 1992).  

1.4.3 Mecanismes de disrupció de la BHE 

La disrupció de la BHE té lloc ràpidament després d’un dany cerebral isquèmic (Yang and 

Rosenberg, 2011). Dues hores després de l’insult isquèmic s’ha observat una aparent 

degradació de la MB que continua amb la posterior reperfusió (Hamann et al., 2004). De fet, 

amb només 10 minuts de reperfusió s’han trobat evidències d’alteracions a la MB (Yepes et 

al., 2000) i de disrupció de la BHE (Jickling et al., 2014). En humans, s’ha descrit que 
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l’obertura de la barrera es pot donar entre 2 i 6 h després de l’inici de la isquèmia (Latour et 

al., 2004; Warach and Latour, 2004). Ara bé, aquesta disrupció no sempre es produeix 

uniformement al llarg del temps ja que s’ha observat una fluctuació en els pics de màxima 

permeabilitat entre les 4 i les 8 h i entre les 12 i les 16 h (Klohs et al., 2009), i una posterior 

obertura després de 72 h (Sandoval and Witt, 2008). Aquestes fluctuacions poden venir 

donades per els diferents aspectes de l’infart que constantment està evolucionant i per 

l’estat de perfusió (hiperèmia o hipoperfusió) (Sandoval and Witt, 2008). 

A continuació es descriuen els mecanismes implicats en la disrupció de la BHE. Cal destacar, 

que el fet de descriure els mecanismes per separat, és simplement per facilitar l’explicació, 

ja que aquests mecanismes estan estretament relacionats i tenen lloc en paral·lel. 

1.4.3.1 Disrupció per estrès oxidatiu 

Com s’ha descrit anteriorment, les ROS són generades ràpidament durant la isquèmia però 

sobretot durant la reperfusió, via NOX, XO, mitocondris i mediadors inflamatoris entre 

d’altres (Gürsoy-Özdemir et al., 2004; Fraser, 2011). L’associació de l’increment de ROS amb 

la disrupció de la BHE està àmpliament descrita ja que s’ha vist que tant els nivells de ions 

O2- com els de ONOO- es troben incrementats a la microvasculatura i als PAs després d’una 

isquèmia/reperfusió en un model in vivo amb rates. En aquest model, la disrupció de la BHE 

va correlacionar amb els nivells de ROS i es va arribar a prevenir mitjançant la inhibició de 

l’NO (Gürsoy-Özdemir et al., 2004). En aquest sentit, la deficiència o inhibició de NOX també 

fa disminuir la disrupció de la BHE (Tang et al., 2011), la neutralització de les ROS redueix 

l’aparició d’hemorràgies espontànies (Lapchak et al., 2001) o induïdes per t-PA (Asahi et al., 

2000) en models trombòtics i el bloqueig de l’enzim XO i la reducció dels nivells de O2- 

disminueixen la migració de monòcits a través d’una monocapa de CEs cerebrals de rata 

(Van der Goes et al., 2001). 

Els mecanismes moleculars subjacents per els quals les ROS contribueixen a la disrupció de 

la BHE estan d’una banda estretament coordinats amb el procés inflamatori induint la 

secreció i activació de citocines i proteases que propaguen el dany per la vasculatura i 

d’altra banda, relacionats amb l’activació de cascades de senyalització que involucren les 

proteïnes RhoA, PI3K i PKB (de l’anglès “Ras homolog A”, “phosphoinositide 3-kinase” i 

“protein kinase B” respectivament). Aquest fet acaba incrementant la migració de monòcits 
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a través de la BHE provocant alhora, una alteració del citoesquelet d’Actina i una 

redistribució i desaparició d’ocludina i Claudina-5 de les CEs (Schreibelt et al., 2007). De 

forma similar, l’activació deguda a les ROS, de la maquinària contràctil de les CEs, acaba 

induint una desregulació de l’ocludina i la subseqüent obertura de la BHE (Huppert et al., 

2010). Així mateix, s’ha descrit que l’estrès oxidatiu pot alterar l’expressió dels TLRs a les CEs 

que condueix a una reducció i deslocalització d’ocludina i Claudina-5 (Nagyoszi et al., 2010). 

Per últim, s’ha vist que les ROS també són capaces d’induir i activar per S-nitrosilació 

algunes MMPs com la MMP-9 (Gu et al., 2002; Haorah et al., 2007). 

1.4.3.2 Disrupció per neuroinflamació 

La resposta inflamatòria incrementa els nivells de citocines que alhora indueixen l’expressió 

de CAMs a l’endoteli cerebral com la CAM intracel·lular 1 (ICAM-1) o les selectines P i E, 

promovent així el reclutament de cèl·lules immunitàries al focus de la lesió (Yilmaz and 

Granger, 2008). Els neutròfils i monòcits s’adhereixen a les parets vasculars i s’extravasen, 

contribuint de forma important al dany a la BHE i a la desregulació de les UEs ja que 

secreten diverses molècules durant el procés com proteases, prostaglandines i ROS, que 

poden danyar directament l’endoteli i altres components de la BHE augmentant així el risc 

de TH (Bolton et al., 1998). A més, sembla que durant la infiltració d’aquestes cèl·lules es 

produeixen algun tipus d’interaccions amb les MAUs de les UEs fet que també aniria a favor 

de la disrupció de la BHE (Weber et al., 2007).  

Les dues principals citocines inflamatòries que s’alliberen com a resposta a la isquèmia, IL-

1β i TNF-α, poden afectar directament a la BHE induint MMPs i la formació de ROS (Lakhan 

et al., 2009). De forma similar, semblaria que algunes quimiocines, fonamentalment la MCP-

1 (de l’anglès “monocyte chemoattractant protein-1”), també pot actuar directament sobre 

la BHE regulant les proteïnes de les UEs: ocludina, claudina i ZO-1 i 2 (Stamatovic, 2003; Yao 

and Tsirka, 2014). 

1.4.3.3 Disrupció per proteòlisi 

La proteòlisi extracel·lular és un mecanisme àmpliament utilitzat a les cèl·lules per regular la 

funció i el destí de les proteïnes. A diferència de les modificacions post-traduccionals 

(fosforilació, nitrosació, etc.) que es donen de forma reversible, la proteòlisi és definitiva ja 

que un cop la proteïna és hidrolitzada, cal sintetitzar-la de nou per tenir la molècula intacta. 
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Degut a la gran influència en les funcions cel·lulars i al seu caràcter irreversible, les 

proteases extracel·lulars presenten uns sistemes reguladors molt precisos que mantenen la 

homeòstasi proteolítica (Lo et al., 2002; Garcia-Touchard et al., 2005). Ara bé, en condicions 

d’isquèmia aquesta regulació pot veure’s alterada induint la proteòlisi de proteïnes 

cel·lulars, d’unió entre cèl·lules i de la MEC. Aquestes proteïnes són essencials per el 

correcte funcionament de la BHE i d’aquí sorgeix la hipòtesi que la desregulació de la 

proteòlisi extracel·lular representa un factor patològic determinant dins el procés de 

disrupció de la BHE i la conseqüent TH després d’un ictus isquèmic (Wang and Lo, 2003; Lee 

et al., 2004; Wang et al., 2004). Les proteases extracel·lulars implicades en la disrupció de la 

BHE es poden classificar en tres grups segons el tipus: les proteases serines, les MMPs i les 

proteases cisteïnes, tot i que aquestes últimes no desenvolupen rols tant importants com 

les altres (Garcia-Touchard et al., 2005).  

1.4.3.3.1 Proteases serines 

Les proteases serines són un grup heterogeni d’enzims on la majoria són de gran 

importància dins la biologia vascular, incloent factors fibrinolítics com l’activador del 

plasminogen de tipus urocinasa, el t-PA o la plasmina (Sheehan and Tsirka, 2005). En alguns 

casos també s’inclouen els factors de coagulació com la trombina, la proteïna C i els factors 

VII, IX, X i XII (Garcia-Touchard et al., 2005). De forma general, a banda de la seva funció 

proteolítica, el t-PA, la trombina i la plasmina poden iniciar l’activació de la micròglia i 

alterar la supervivència tant de neurones com de macròfags, a més d’interaccionar també 

amb el receptor d’activació per proteasa 1 (PAR1, de l’anglès “protease-activated receptor 

1”) que contribueix al dany isquèmic. Aquestes tres proteases poden provocar efectes 

severs al cervell i tenen la capacitat d’alterar el desenvolupament i el grau d’afectació del 

dany isquèmic contribuint a la mort cel·lular, l’edema i la disfunció de la BHE (Sheehan and 

Tsirka, 2005; Gravanis and Tsirka, 2008). Paral·lelament, després del tractament trombolític, 

l’rt-PA exogen pot interaccionar amb aquestes proteases serines endògenes contribuint a la 

desregulació de la proteòlisi extracel·lular (Gravanis and Tsirka, 2008). La trombina d’altra 

banda, a part del seu rol dins la cascada de coagulació, també pot provocar efectes 

neurodegeneratius ja que s’ha descrit que el bloqueig d’aquesta proteïna en determinats 

estadis redueix notablement l’edema i el volum d’infart després d’una isquèmia (LaMonte, 

2002). No obstant, no totes les proteases extracel·lulars desenvolupen un paper perjudicial 
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en la isquèmia. S’ha demostrat que l’activació de la proteïna activada C (APC, de l’anglès 

“activated protein C”), una proteasa serina que es troba al torrent sanguini, li confereix una 

activitat anticoagulant, antiinflamatòria, citoprotectora i antiapoptòtica (Mosnier et al., 

2007). 

1.4.3.3.2 Metal·loproteases de matriu 

Les MMPs són una família d’endopeptidases dependents de zinc d’entre les quals destaquen 

les MMP-9, 2 (col·lagenases) i 3 (degrada laminina). S’ha demostrat sobradament que 

diverses MMPs entre les quals les MMP-2, 3, 7 o 9 es troben incrementades i sobreactivades 

després d’un ictus isquèmic (Heo et al., 1999; Rosell et al., 2006; Suzuki et al., 2007) i es creu 

que tant poden provocar efectes perjudicials com beneficiosos. Durant les primeres hores i 

dies després d’un ictus isquèmic agut, les MMPs poden trencar la BHE degradant les 

proteïnes d’UEs (ex. Ocludina i Claudina-5) i les proteïnes de la MB (ex. fibronectina, 

laminina, col·lagen, proteoglicans, entre altres) i per tant incrementar la infiltració de 

leucòcits, l’edema cerebral i l’hemorràgia (Cunningham et al., 2005; Muralikrishna Adibhatta 

and Hatcher, 2008). Paradoxalment, aquestes degradacions dutes a terme per les MMPs 

també són necessàries per modular la remodelació neurovascular i potenciar la recuperació 

post isquèmia (Cunningham et al., 2005). Al cervell, les MMPs són sintetitzades en una 

forma inactiva per pràcticament totes les cèl·lules (endotelials, micròglia, neurones i 

astròcits) però les dades experimentals obtingudes suggereixen que les CEs microvasculars i 

els leucòcits infiltrats són la font cel·lular principal de MMP-9 (si més no, les primeres 24 h) 

després d’una isquèmia focal (Justicia et al., 2003; Jin et al., 2010c). Precisament, la MMP-9 

és la principal proteasa responsable de la disrupció de la BHE tant en models animals 

(Rosenberg and Yang, 2007; Yang et al., 2007) com en pacients (Montaner et al., 2003; 

Rosell et al., 2008), mentre que el rol de les MMP-2 i 3 també estaria relacionat amb 

l’obertura de la BHE però de forma més secundaria. 

1.4.3.4 Alteració de la transcitosi 

La transcitosi o transport transcel·lular engloba un conjunt de processos que permeten el 

pas de macromolècules a través de les cèl·lules mitjançant la formació de vesícules. A les 

CEs del SNC, el procés de transcitosi es troba molt menys actiu en comparació amb les CEs 

dels altres teixits no neurals, i per tant, la seva sobre activació deguda a un dany o malaltia, 



INTRODUCCIÓ 

35 

 

representa un factor crític que pot acabar provocant la disfunció de la BHE. La transcitosi a 

través de les CEs es porta a terme mitjançant el trànsit d’unes vesícules anomenades 

caveoles formades bàsicament per caveolines (Veure apartat 1.5). La Caveolina-1 (Cav-1) és 

una proteïna expressada per totes les CEs i curiosament varis treballs han descrit una 

sobreexpressió d’aquesta proteïna a les CEs de la BHE després d’haver patit un dany o 

isquèmia cerebral (Nag et al., 2007; Chen et al., 2018), mentre que altres han observat tot el 

contrari (Shen et al., 2006; Gu et al., 2012). L’expressió de la proteïna associada a vesícules 

del plasmalemma (PLVAP de l’anglès “plasmalemma vesicle-associated protein”) es troba 

incrementada a les CEs perifèriques en comparació amb les CEs del SNC, i ha estat implicada 

en el trànsit vesicular, en la formació de fenestres i en l’extravasació de leucòcits. S’ha 

observat també en diverses malalties amb disfunció de la BHE, un increment en l’expressió 

d’aquesta proteïna (Shue et al., 2008). Per tant, el fet que proteïnes directament 

relacionades amb el procés de transcitosi resultin afectades quan es dóna una disfunció de 

la BHE, suggereix que la transcitosi pot estar jugant un paper clau en la regulació de la 

integritat i permeabilitat de la BHE. 

1.4.3.5 Disrupció associada al t-PA 

El paper que juga el t-PA en condicions isquèmiques va més enllà de la seva activitat 

proteolítica ja que pot intervenir directament en els diferents mecanismes descrits 

anteriorment. Per una banda, s’ha descrit que l’excés de t-PA activat pot provocar efectes 

neurotòxics provocant en última instància la mort neuronal. Es considera que principalment 

hi ha dues vies per les quals el t-PA pot esdevenir neurotòxic: La via de la proteïna LRP1, i la 

que es creu que és la principal, la del receptor NMDA.  

La LRP1 és una proteïna que forma part de la família de receptors de lipoproteïnes de baixa 

densitat que s’uneixen a diversos lligands, incloent el t-PA (Herz and Strickland, 2001). Al 

torrent sanguini, el t-PA és eliminat gràcies a l’acció de la LRP1 present a les cèl·lules 

endotelials, que permet la seva internalització i degradació als lisosomes. Al cervell, la LRP1 

es troba a neurones i a astròcits perivasculars, i s’ha descrit que la seva interacció amb el t-

PA desencadena una senyal intracel·lular involucrant la síntesi de NO que regula el to 

cerebrovascular i la permeabilitat de la BHE. De fet, en condicions isquèmiques, s’ha 

associat la interacció t-PA-LRP amb un increment de l’expressió de la NOS induïble (iNOS) en 
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astròcits fet que contribueix a l’increment d’estrès oxidatiu i al dany a la BHE (Polavarapu et 

al., 2007). 

El receptor NMDA és un receptor de glutamat, i com s’ha comentat anteriorment, el 

glutamat és el neurotransmissor excitador principal al cervell i els seus nivells augmenten 

dràsticament durant la isquèmia, fet que pot provocar encara més danys al cervell. El t-PA 

està reconegut com a modulador de la neurotransmissió glutamatèrgica. La primera 

evidència d’aquesta connexió va ser publicada per Tsirka et al. al 1995, els quals van 

descriure una disminució de la mort cel·lular en ratolins deficients de t-PA en comparació 

amb els salvatges (Tsirka et al., 1995). Posteriorment, Wang et al. van mostrar que ratolins 

deficients de t-PA també presentaven una resistència similar als danys després d’una 

isquèmia cerebral (Wang et al., 1998). Després d’aquests estudis, diversos treballs han 

subratllat el paper del t-PA en la regulació dels receptors NMDA. S’ha descrit que el t-PA pot 

hidrolitzar directament la subunitat GlulN1 resultant en un increment de la permeabilitat al 

Ca2+ d’aquests receptors (Nicole et al., 2001; Benchenane et al., 2007). No obstant, Samson 

et al. van proposar que el t-PA no actua de forma directa sobre el receptor de NMDA, sinó 

que potencia el flux de Ca2+ indirectament, modulant els receptors NMDA via activació de la 

plasmina, i via col·laboració amb les LRPs (Samson et al., 2008). A més, el t-PA pot 

incrementar la mort neuronal excitotòxica a través de la degradació de la laminina 

interneuronal i de la disrupció de la senyalització de supervivència present entre les cèl·lules 

i la MEC (Indyk et al., 2003). 

 D’altra banda, s’ha vist que pot activar la micròglia actuant de forma similar a una citocina, 

independentment de la seva activitat proteolítica, i per tant induir la resposta inflamatòria, 

indicant que el t-PA pot actuar com a lligand i promoure vies de senyalització intracel·lulars 

(Rogove et al., 1999). Inversament, alguns estudis han suggerit que el t-PA pot jugar un 

paper neuroprotector prevenint la toxicitat deguda al zinc, interaccionant amb altres dianes 

cel·lulars com el factor d’hipòxia induïble 1 (HIF-1, de l’anglès “hypoxia-inducible factor”) i 

promovent la captació de glucosa a través del transportador GLUT3 (Haile et al., 2012; Wu 

et al., 2012, 2013). S’ha descrit també un efecte neuroprotector del t-PA i de l’rt-PA en 

condicions isquèmiques a través de la inducció del TNF-α, i de la interacció amb els 

receptors de NMDA (Haile et al., 2012; Wu et al., 2013). La literatura argumenta que 
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possiblement la utilització d’aproximacions i de concentracions de t-PA diferents pot 

explicar la controvèrsia neurotòxica/neuroprotectora del t-PA, perquè els efectes 

neuroprotectors s’han descrit a dosis molt baixes, mentre que els efectes nocius s’han 

observat a concentracions més altes. No obstant, l’evidència inicial on ratolins amb 

deficiència de t-PA estaven més protegits del dany excitotòxic assenyala directament a la 

capacitat neurotòxica del t-PA (Wang et al., 1998). En aquest sentit, utilitzant un model 

isquèmic murí, s’ha descrit que el bloqueig de la interacció entre el t-PA i els receptors 

NMDA té efectes beneficiosos reduint la neurotoxicitat (MacRez et al., 2010), fet que també 

donaria suport al rol perjudicial del t-PA. 

Finalment, també s’ha descrit una connexió entre el t-PA i les MMPs que deriva d’un 

conjunt d’estudis farmacològics, genètics i clínics. En models animals, s’ha vist que l’activitat 

del t-PA endogen cerebral s’indueix ràpidament (1 h) després d’una isquèmia focal, 

precedint a qualsevol canvi en les MMPs i en la integritat de la BHE (Yepes et al., 2003; Tsuji 

et al., 2005). La deficiència genètica de t-PA o la inhibició de la seva activitat mitjançant la 

neuroserpina disminueix la disrupció de la BHE, l’edema, la mort neuronal i el volum d’infart 

després d’una isquèmia cerebral (Wang et al., 1998; Tsuji et al., 2005). Així mateix, s’ha 

descrit que l’addició d’inhibidors de MMPs redueix significativament la incidència (Lapchak 

et al., 2000) i la gravetat (Sumii and Lo, 2002) de les hemorràgies cerebrals associades al t-

PA en models animals. A més, s’ha vist que l’administració d’rt-PA exogen indueix un fort 

increment dels nivells cerebrals de MMP-9 en rates hipertenses després d’una isquèmia 

cerebral focal (Aoki et al., 2002; Sumii and Lo, 2002). En aquest sentit, s’ha descrit que 

ratolins deficients de t-PA presenten nivells més reduïts de MMP-9 al cervell després d’una 

isquèmia en comparació amb els seus controls (Wang et al., 2003) i a més, l’administració 

intravenosa d’rt-PA exogen pot recuperar aquests nivells de MMP-9 i tornar-los a nivells 

similars als controls (Wang et al., 1998; Tsuji et al., 2005). Estudis clínics han mostrat un 

increment dels nivells sèrics i cerebrals de MMP-9 en pacients amb un ictus isquèmic agut i 

han demostrat que l’administració tardana d’rt-PA (>3 h de l’inici de la isquèmia) provoca un 

increment encara major dels nivells sèrics d’aquesta proteasa (Castellanos et al., 2003, 

2007; Barr et al., 2010). En conjunt, aquestes evidències permeten hipotetitzar que el t-PA 

actua com a principal modulador de la inducció de la MMP-9 durant un ictus isquèmic, 

especialment quan el t-PA és administrat de forma exògena. La Claudina-5 i l’Ocludina, 
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proteïnes principals de les UEs, presenten regions de tall específiques per a MMPs i per tant 

són un substrat directe d’aquestes proteases (Yang et al., 2007). Com que la disrupció de les 

interaccions entre l’Ocludina i els filaments d’Actina pot acabar provocant alteracions en la 

permeabilitat paracel·lular, la degradació de l’Ocludina per mitjà de les MMPs 

probablement implica també alteracions d’aquesta permeabilitat (Suzuki et al., 2016). A 

part, les MMPs també poden degradar components de la MB contribuint així a la disrupció 

de la BHE i a la formació d’edema i TH (Rosell et al., 2008). A més, s’ha demostrat que l’rt-PA 

pot induir un increment del factor de creixement endotelial vascular (VEGF, de l’anglès 

“vascular endothelial growth factor”), una proteïna amb capacitat d’estimular els processos 

d’endocitosi i transcitosi, afavorint també, l’augment de la permeabilitat de la BHE 

(Horowitz and Seerapu, 2012; Suzuki et al., 2016). 

1.5  Caveolines 

Les caveoles són una forma especialitzada de balses lipídiques o “lipid rafts” que formen 

microinvaginacions (50-100 nm) a la membrana plasmàtica i d’aquesta manera faciliten la 

interacció entre lligands i receptors participant en la regulació de varies funcions cel·lulars. 

Aquestes estructures són riques en esfingolípids, colesterol i altres proteïnes lipídiques i es 

poden trobar en la majoria de tipus cel·lulars, tot i que particularment abunden en cèl·lules 

endotelials, musculars i adipòcits. Inicialment, les caveoles es van relacionar en processos 

com la incorporació de colesterol, potocitosi i endocitosi, i posteriorment, altres estudis les 

han implicat en processos com “mechanosensing”, transducció del senyal i transport 

macromolecular (Parton and Simons, 2007). Gràcies al descobriment de la composició 

molecular de les caveoles, es va poder determinar que els responsables essencials de la seva 

formació són dos grups de proteïnes: les caveolines i les cavines (Hansen and Nichols, 2010). 

Recentment han aparegut diverses evidències que suggereixen que les caveoles, i sobretot 

les caveolines, poden jugar un paper beneficiós en un context d’isquèmia cerebral (Xu et al., 

2015). 

Les caveolines són proteïnes d’entre 22 i 24 kDa i la seva família es classifica en tres grups: 

Cav-1, 2 i 3. Cav-1 i Cav-2 s’expressen generalment a cèl·lules de múscul llis, cèl·lules 

endotelials, mioblasts de l’esquelet, fibroblasts i adipòcits, mentre que la Cav-3 ho fa 

bàsicament a cèl·lules de múscul estriat (esquelètic i cardíac) (Anderson, 1998). La Cav-1 va 
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ser la primera proteïna identificada com una proteïna essencial per la formació de les 

caveoles (Rothberg et al., 1992) i s’ha observat que la inhibició genètica d’aquesta proteïna 

causa una disminució de caveoles en teixits no musculars (Drab et al., 2001), mentre que la 

seva re-expressió en cèl·lules deficients de Cav-1 indueix la formació de novo de caveoles 

(Fra et al., 1995). Tot i això, la sobreexpressió d’aquesta proteïna en cèl·lules endotelials, 

que ja de per sí són riques en Cav-1, no incrementa el nombre de caveoles (Bauer et al., 

2005). L’“splicing” alternatiu de l’ARN missatger genera dues isoformes: una Cav-1α de 24 

kDa i una Cav-1β de 21 kDa. Aquestes dues isoformes difereixen en 31 aminoàcids 

addicionals que es troben presents a l’isoforma α. La funció d’aquestes dues isoformes 

encara es desconeix però es creu que presenten diferencies en la capacitat de formar 

caveoles (Fujimoto et al., 2000). 

La Cav-2 actua com a complement de la Cav-1 i forma hetero-oligòmers en la majoria de 

cèl·lules. La seva expressió està subjecta a la Cav-1 ja que s’ha demostrat, que en absència 

de Cav-1, Cav-2 és degradada via proteosoma (Mora et al., 1999). També s’ha vist que en 

ratolins deficients d’aquesta proteïna l’expressió de Cav-1 es troba reduïda, però la formació 

de caveoles continua intacta, indicant que la Cav-2 no és essencial per la seva formació 

(Razani et al., 2002). Ara bé, l’expressió conjunta de Cav-1 i Cav-2 resulta en una formació 

més intensa i més abundant de caveoles (Li et al., 1998), suggerint per tant, que la presència 

de Cav-2 intervé d’alguna manera reforçant aquesta formació. 

La Cav-3 està generalment reconeguda com a Caveolina específica de múscul. Tot i això, 

també ha estat detectada en astròcits, neurones i cèl·lules de la micròglia (Nishiyama et al., 

1999; Shin et al., 2005; Niesman et al., 2013). La seva estructura i funcions són similars a les 

de la Cav-1 amb la diferència que, mentre la Cav-1 i 2 formen oligòmers heterogenis, la Cav-

3 pot formar complexes homogenis de gran pes molecular. A més, s’ha demostrat que en 

cèl·lules musculars de ratolins deficients de Cav-3, l’estructura caveolar desapareixia 

(Galbiati et al., 2001). De forma similar a la Cav-1, Cav-3 pot dirigir la formació de vesícules, i 

en absència de Cav-1, és capaç per ella sola de generar caveoles (Parat, 2009). 

En el sistema nerviós central, inicialment es creia que les caveoles i caveolines es trobaven 

únicament a les cèl·lules endotelials i de la glia (Ikezu et al., 1998) però estudis posteriors 

van revelar l’existència d’estructures semblants a les caveoles en cèl·lules neuronals i van 
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detectar expressió dels tres tipus de caveolines en neurones (Bu et al., 2003; Boulware et 

al., 2007). S’ha demostrat que ratolins amb deficiència de Cav-1 presenten fenotips 

neuronals complexes, incloent alteracions emocionals, defectes en la memòria espacial i 

hipofunció colinèrgica (Trushina et al., 2006).  

Les caveolines poden interaccionar físicament amb una gran quantitat de proteïnes gràcies a 

la presència d’un domini anomenat en anglès “caveolin scaffolding domain” (CSD) (Rothberg 

et al., 1992). Aquest domini confereix a les caveolines la possibilitat d’unir-se a altres 

proteïnes com per exemple les NOS, MMPs o receptors de factors de creixement entre 

d’altres. Per tant, les caveolines poden regular aquestes proteïnes i per tant participar en 

múltiples activitats cel·lulars incloent la senyalització mitògena (Thyberg, 2003), l’apoptosi 

(Peterson et al., 2003), el transport de colesterol (Fielding and Fielding, 2001), processos 

tumorals (Goetz et al., 2008) i patologies vasculars (Frank et al., 2007) (Figura 1.6). 

Actualment, un dels principals focus d’estudi en aquest àmbit està posat sobre la Cav-1 ja 

que s’ha suggerit que aquesta proteïna pot estar jugant un paper crític en la regulació de la 

permeabilitat de la BHE en un context d’isquèmia/reperfusió cerebral. 
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Figura 1.6| Representació esquemàtica d’una caveola i de la Caveolina. A) Les caveoles estan 

formades bàsicament per oligòmers de caveolina, cavines i colesterol a la membrana plasmàtica, a 

més de poder contenir diferents receptors de senyalització com els GPCR (de l’anglès “G protein-

coupled receptors” o els RTK (de l’anglès “receptor tyrosine kinases”). B) El domini CSD (de l’anglès 

“caveolin scaffolding domain”) dels monòmers de caveolina els permet interaccionar amb una gran 

varietat de proteïnes. eNOS: de l’anglès “endothelial nitric oxide synthase”; MAPK: de l’anglès 

“mitogen-activated protein kinases”; SFK: de l’anglès “Src family kinase”; PKC, A: de l’anglès “protein 

kinase C, A”; Akt: “protein kinase B”; Gα: subunitat α de la proteïna G; GSK3β: de l’anglès “Glycogen 

synthase kinase 3 beta”; ERα: de l’anglès “estrogen receptor α”. 

1.5.1 Cav-1 i la isquèmia cerebral 

S’ha demostrat sobradament que la Cav-1 en condicions isquèmiques té un caràcter 

altament pleiotròpic ja que s’ha vist implicada en diversos processos incloent l’angiogènesi, 

la resposta inflamatòria, l’apoptosi, i la regulació de la permeabilitat de la BHE entre 

d’altres. Concretament, s’ha descrit que la Cav-1 és essencial per la inducció de 

l’angiogènesi ja que la seva inhibició en condicions isquèmiques provoca una disminució del 

factor VEGF, una de les principals proteïnes reguladores de l’angiogènesi (Gao et al., 2014). 

De forma similar, s’ha suggerit que la Cav-1 pot promoure la neurogènesi i la 

neuroplasticitat (Mandyam et al., 2017; Pang et al., 2017; Egawa et al., 2018). D’altra banda, 

la Cav-1 també sembla estar regulant la inflamació ja que s’ha observat que pèptids derivats 

de la Cav-1 com la Cavtratina o el CSD poden reduir la inflamació i la infiltració de leucòcits 

(Bucci et al., 2000; Argaw et al., 2012; Jiang et al., 2017). Inversament, a l’endoteli i en 

leucòcits polimorfonuclears, s’ha demostrat que la Cav-1 promou la inflamació a través dels 

TLR4 i induint l’activació, l’adhesió i la migració de leucòcits i limfòcits T (Hu et al., 2007; 
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Oakley et al., 2009; Jiao et al., 2013). S’ha suggerit també que la Cav-1 juga un paper 

antiapoptòtic en condicions isquèmiques ja que ratolins amb absència d’aquesta proteïna 

presenten un increment de la mort cel·lular per apoptosi (Jasmin et al., 2007). 

No obstant, tot i l’àmplia bibliografia descrita, el seu rol durant l’insult isquèmic és complicat 

de determinar i presenta algunes controvèrsies entre els diferents treballs que l’analitzen. 

Alguns estudis suggereixen que la Cav-1 pot actuar d’una forma protectora inhibint 

l’activitat de MMP-9 i regulant l’angiogènesi postisquèmica (Jasmin et al., 2007; Gu et al., 

2012; Choi et al., 2016), mentre que d’altres li atorguen un rol més aviat perjudicial 

relacionant-la amb el deteriorament de les proteïnes de les UEs i amb l’increment de la 

permeabilitat de la BHE (Nag et al., 2007, 2009; Song et al., 2016). Una part d’aquesta tesi es 

centra precisament en aquesta relació entre la Cav-1 i la permeabilitat de la BHE, la qual es 

detallarà en el següent apartat. 

1.5.1.1 Cav-1 i la BHE 

L’estreta relació entre la Cav-1 i la permeabilitat de la BHE en un context isquèmic està ben 

establerta tot i que encara no es coneixen amb detall tots els mecanismes implicats. S’ha 

observat en models experimentals d’isquèmia cerebral que la disminució de Cav-1 resulta 

en un increment de la permeabilitat de la BHE (Gu et al., 2012). La Cav-1 pot regular la 

permeabilitat de la BHE principalment a través de les rutes trans i paracel·lulars. En aquest 

sentit, com s’ha comentat a l’apartat 1.4.3.4, es considera que la Cav-1 pot incrementar la 

permeabilitat de la BHE mitjançant l’augment del nombre de caveoles (Feng et al., 1999; 

Knowland et al., 2014). La fosforilació de la Cav-1, portada a terme per la proteïna Src, 

representa un dels punts claus en la regulació d’aquest transport. Aquesta fosforilació inicia 

el procés de fissió de les caveoles i permet el transport vesicular transendotelial (Xu et al., 

2015).  

D’altra banda, la Cav-1 també pot afectar a la permeabilitat paracel·lular ja que té la 

capacitat de regular les MMPs. S’ha descrit que les MMPs de ratolins amb deficiència de 

Cav-1 tenen més activitat proteolítica i per tant presenten més degradació d’UEs que els 

seus controls respectius (Choi et al., 2016). De forma similar, s’ha demostrat que la 

disminució dels nivells de Cav-1 acaba provocant una reducció de l’expressió d’UEs i la seva 

proteòlisi, mentre que la sobreexpressió de Cav-1 restaura aquests efectes (Li et al., 2015). 
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Aquest fet podria ser degut a la capacitat de la Cav-1 per disminuir els nivells de NO i en 

conseqüència reduir la subseqüent activació de MMPs (Gu et al., 2012). La Cav-1 també ha 

estat relacionada amb la redistribució de les proteïnes de les UEs ja que s’ha descrit en 

condicions de privació d’oxigen i glucosa (POG) (Veure apartat 1.6.2), que la Cav-1 sembla 

regular la redistribució de la Claudina-5, que amb la col·laboració de l’NO, acaba sent 

portada i degradada als autofagosomes (Liu et al., 2012a, 2016a). A més, la Cav-1 també pot 

modular la inflamació regulant l’enzim COX-2, el qual juga un paper crític en el dany 

postisquèmic incrementant el dany a la BHE i augmentant la infiltració de leucòcits i la 

formació d’edema (Candelario-Jalil et al., 2007). 

No obstant, el paper que juga la Cav-1 en condicions isquèmiques sobre la BHE no està clar, 

fins al punt que varis articles, lluny de donar suport al rol suposadament neuroprotector, 

suggereixen que la Cav-1 podria perjudicar directament la BHE. Utilitzant diferents models 

animals (Veure apartat 1.6.1) incloent el d’oclusió de l’arteria cerebral mitja (MCAO, de 

l’anglès “middle cerebral artery occlusion), tractament amb lipopolisacarids i dany per fred, 

es va observar una reducció dels nivells de Claudina-5 i cadherina endotelial vascular (VE-

cadherina, de l’anglès “vascular endothelial-cadherin”) mentre que els nivells de Cav-1 

estaven augmentats (Liu et al., 2015). A més, van demostrar que disminuint l’expressió de 

Cav-1 i inhibint la seva fosforilació es prevenia en gran mesura la degradació de les 

proteïnes d’UEs i per tant la disrupció de la BHE (Zou et al., 2015; Xie and Lu, 2018). 

Aquestes discrepàncies entre els diferents estudis poden ser degudes a diferències entre els 

models utilitzats o entre els dissenys experimentals com per exemple el temps o 

reversibilitat de la isquèmia, el tractament de les mostres, etc. En definitiva, amb les dades 

obtingudes fins al moment, la Cav-1 tant pot incrementar la permeabilitat de la BHE a través 

de la regulació de l’endocitosi i la translocació de proteïnes d’UEs, com pot protegir la 

integritat de la barrera regulant l’activitat de les MMPs.  

1.5.1.2 Cav-1 i l’rt-PA 

Tot i que alguns estudis han analitzat la relació entre la Cav-1 i l’rt-PA, els mecanismes 

moleculars implicats en aquestes possibles interaccions encara són pràcticament 

desconeguts. Mitjançant la utilització de cultius cel·lulars in vitro s’ha demostrat que la Cav-

1 sembla intervenir d’alguna forma en l’activació i la secreció de la MMP-9 induïda per l’rt-
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PA en condicions isquèmiques i per tant, en l’increment del volum de l’infart i el risc de TH 

(Jin et al., 2015; Song et al., 2016). En aquest sentit, un estudi clínic ha revelat que els nivells 

de Cav-1 en el sèrum de pacients amb ictus presenten una bona fiabilitat a l’hora de predir 

la possible aparició de TH després de l’administració d’rt-PA (Castellanos et al., 2018). A 

més, s’ha suggerit que un dels mecanismes per els quals l’rt-PA pot incrementar la 

transcitosi és a través de la modulació de Cav-1 i per tant de caveoles, ja que la seva addició 

en un model murí d’isquèmia amb MCAO indueix un increment de Cav-1 (Chen et al., 2018). 

Per tant, tot i la poca bibliografia al respecte, sembla clar que la Cav-1 i l’rt-PA presenten 

alguna connexió ja sigui directe o a través d’intermediaris, que seria de gran rellevància 

conèixer en detall per continuar ampliant el coneixement dels mecanismes associats a l’rt-

PA i als seus efectes. 

1.6  Models experimentals d’isquèmia cerebral 

Els models experimentals d’isquèmia cerebral han sigut i encara són, fonamentals per 

continuar avançant cap a la plena comprensió dels mecanismes fisiopatològics i el seu perfil 

temporal, de la isquèmia cerebral. Els coneixements obtinguts són imprescindibles per 

poder identificar noves dianes terapèutiques que permetin desenvolupar i millorar els 

tractaments per l’ictus isquèmic.  

Els models es poden classificar en dos grups anomenant-se in vivo quan s’utilitzen animals 

vius i in vitro quan es treballa directament sobre cultius cel·lulars. Per considerar que un 

model experimental és d’utilitat, aquest ha de ser fiable, fàcil de realitzar i reproduir, tenir 

una variabilitat baixa entre rèpliques i investigadors i reflectir el màxim possible les 

condicions clíniques que s’intenten imitar. S’han desenvolupat diversos models 

experimentals d’isquèmia cerebral essent els rosegadors els animals més utilitzats per els 

models in vivo. Aquests animals sovint presenten mides petites, un fàcil maneig, una 

anatomia cranial i circulatòria similar a la humana i l’opció de controlar fàcilment la 

gravetat, duració i localització de l’oclusió del vas. Així mateix, els models d’isquèmia focal 

són els que reprodueixen millor l’ictus humà i per tant, són els més utilitzats juntament amb 

els models in vitro en cultius cel·lulars primaris (Prieto-Arribas et al., 2008; Woodruff et al., 

2011).  
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1.6.1 Models d’isquèmia cerebral focal in vivo 

Com s’ha comentat anteriorment, l’ACM i les seves ramificacions són els vasos més 

freqüentment implicats en l’ictus isquèmic. És per això que la majoria de models d’isquèmia 

focal es basen en l’oclusió d’una d’aquestes artèries cerebrals. Aquest tipus de model 

provoca un gradient isquèmic des del nucli de la lesió cap als teixits circumdants, fet que 

genera diferents condicions metabòliques en funció de la zona analitzada. És degut a 

aquesta heterogeneïtat que les isquèmies focals sovint són complexes d’analitzar però al 

mateix temps, són els models més realistes a l’hora d’estudiar la isquèmia en humans i és 

per això que són els més utilitzats (Woodruff et al., 2011). 

Els models focals es poden classificar en dos grups. Es parla d’isquèmia focal transitòria 

quan l’oclusió del vas en qüestió no sobrepassa les 3 h i va seguida d’una reperfusió 

prolongada, mentre que en el cas de la isquèmia focal permanent, l’oclusió del vas es manté 

al llarg de l’experiment que solen durar de un a varis dies. La isquèmia focal es pot produir 

de múltiples formes com, per exemple, introduint un fil de niló i ocloent l’origen de la ACM 

i/o alguna altra ramificació (model de filament intraluminal), lligant-la directament amb un 

fil (model de lligadura), electrocoagulant-la (model d’electrocoagulació) o provocant un 

coàgul mitjançant fototrombosi (model fototrombòtic) o l’addició de trombina (model 

tromboembòlic). Es creu que els models més realistes són precisament els tromboembòlics 

que utilitzen la trombina per generar un coàgul i provocar la isquèmia (Woodruff et al., 

2011).  

1.6.1.1 Models d’isquèmia focal tromboembòlics 

El primer model que utilitzava coàguls de sang per simular una isquèmia cerebral es va 

descriure al 1955 aconseguint un 80% d’èxit en la inducció dels infarts però amb una gran 

variabilitat en la mida de la lesió (Hill et al., 1995). Des de llavors s’han aplicat millores amb 

l’objectiu de disminuir aquesta variabilitat (Overgaard et al., 1992). Segons l’origen de la 

sang utilitzada per generar els coàguls introduïts, es parla de models heteròlegs quan la 

sang és humana, o autòlegs quan la sang és del mateix animal utilitzat. El coàgul preformat 

s’introdueix a través de la caròtida externa i la interna fins a deixar-lo a la base de l’ACM. La 

reperfusió es pot produir de forma espontània o bé gràcies a l’administració d’rt-PA, 

aconseguint d’aquesta forma, una bona simulació de la situació clínica especialment dels 
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ictus cardioembòlics, on el coàgul d’origen cardíac és expulsat i acaba obstruint la ACM. A 

més, aquest model no requereix cirurgia cerebral, fet que facilita l’estudi de la lesió ja que 

s’eviten hemorràgies degudes a la manipulació. Una posterior modificació d’aquest model 

va permetre desenvolupar el model tromboembòlic in situ (Prieto-Arribas et al., 2008). 

El model tromboembòlic in situ es va descriure al 2007 i consisteix en injectar trombina 

directament a una ramificació de l’ACM per tal de generar el coàgul i induir la isquèmia. 

Aquest grup d’investigadors van demostrar que el model presentava una reperfusió 

espontània en el 15% dels casos i que l’administració d’rt-PA aconseguia recanalitzar 

l’artèria i rescatar part del teixit compromès, obtenint així, una bona simulació clínica 

(Cyrille et al., 2007). A part, com que el model és exclusivament d’infart cortical, la 

supervivència és més elevada que en el model anterior (Fluri et al., 2015). En aquesta tesi 

s’ha utilitzat un model tromboembòlic in situ amb reperfusió tardana amb rt-PA (García-

Yébenes et al., 2011). 

1.6.2 Models d’isquèmia cerebral in vitro 

Tot i que els cultius in vitro de línies cel·lulars o fragments de teixit cerebral estan molt lluny 

de poder simular l’enorme complexitat de la situació isquèmica, permeten la investigació de 

mecanismes bioquímics i moleculars bàsics però específics que es desenvolupen en 

condicions de deficiència energètica similars als d’una isquèmia. D’altra banda, també 

permeten analitzar punts de control i vies moleculars relacionades amb la mort cel·lular per 

necrosi, apoptosi i/o autofàgia (Holloway and Gavins, 2016). Un altre gran avantatge que 

donen els cultius in vitro és la possibilitat de testar nous fàrmacs potencialment 

neuroprotectors abans de passar a l’estudi in vivo. 

Principalment hi ha dues formes d’induir unes condicions d’isquèmia simulades in vitro: 

mitjançant la POG, que és el model més utilitzat, o el bloqueig químic o enzimàtic del 

metabolisme cel·lular. Per tal de sotmetre les cèl·lules a una POG, normalment es canvia el 

seu medi per un sense glucosa i s’introdueixen a una cambra hipòxica on l’atmosfera normal 

de O2/CO2 es substitueix per una barreja de N2/CO2. També hi ha la opció de mantenir la 

glucosa al medi passant a ser simplement condicions hipòxiques, tot i que no és el mes 

adequat ja que la isquèmia sempre va acompanyada d’una dràstica disminució del 
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subministrament de nutrients. D’altra banda, per tal de simular la reperfusió es poden 

tornar els cultius a les condicions inicials (Sommer, 2017). 

La utilització de cultius primaris de neurones i de cèl·lules de la glia ha permès estudiar les 

respostes específiques a un estrès com la POG i analitzar els seus rols dins de la 

fisiopatologia de la isquèmia cerebral. Aquests estudis representen un component 

important de la recerca preclínica però per aproximar-se més a la realitat de la isquèmia 

humana és imprescindible la seva combinació amb estudis in vivo. D’altra banda, la 

utilització de models que simulen la BHE és un altre factor important per continuar 

estudiant el paper crític que juga aquesta estructura durant una isquèmia (Sommer, 2017).  

1.6.2.1 Models in vitro de BHE 

Els models in vitro de BHE tenen un cost relativament baix, una bona capacitat de replicació 

i representen una bona opció per analitzar la regulació de mecanismes a nivell molecular, 

tot i la major permeabilitat en comparació amb les condicions in vivo. Els assajos amb 

inserts (també anomenats “transwells” en anglès) són els més utilitzats a l’hora de 

desenvolupar aquests models de BHE in vitro ja sigui per testar nous fàrmacs o per estudiar 

la fisiopatologia de determinades malalties (O. Ogunshola, 2012). En aquests assajos, la 

monocapa de CEs es forma sobre una membrana porosa que divideix el pou simulant una 

cara luminal i una basolateral. D’altra banda la utilització dels inserts permet tant el cultiu 

amb una única línia cel·lular, anomenat monocultiu, com amb vàries alhora, anomenat 

cocultiu. El cocultiu s’aconsegueix amb l’addició d’astròcits, PCs o neurones a la part 

basolateral de l’insert o al fons del pou, millorant així la simulació de BHE (Nakagawa et al., 

2009) (Figura 1.7). Finalment, el fet que la membrana sigui porosa permet el pas de 

molècules de la cara luminal a la basolateral, podent determinar la permeabilitat, els 

mecanismes de transport, etc. (Romeo Cecchelli et al., 2007).  
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Figura 1.7| Configuracions comunament utilitzades en els models de BHE in vitro. Les CEs es 

sembren a la part luminal dels inserts que es troben dins dels pous de cultiu. En el cas dels cocultius, 

les cèl·lules, en aquest cas astròcits, es poden sembrar directament al fons del pou (cocultiu sense 

contacte) o a la cara basolateral de l’insert (cocultiu amb contacte). Adaptació de Tornabene and 

Brodin, 2016. 

Les cèl·lules utilitzades en aquests models in vitro de BHE es poden obtenir tant de cultius 

primaris com de línies cel·lulars immortalitzades. Els cultius primaris de CEs obtingudes de 

capil·lars del parènquima cerebral (BMECs, de l’anglès “brain microvascular endothelial 

cells”) exhibeixen unes característiques de BHE excel·lents durant els primers passatges 

(Nicolazzo et al., 2006). No obstant,  presenten com a desavantatges una alta dificultat i 

consum de temps a l’hora d’obtenir-les i mantenir-les, a banda de ser fàcilment 

contaminables per altres tipus cel·lulars de la UNV i perdre les característiques de BHE al 

llarg del temps de cultiu (Brown et al., 2007). D’altra banda, tot i que les CEs 

immortalitzades sovint presenten unes característiques de BHE més limitades que les CEs 

primàries, tenen una major estabilitat al llarg dels passatges i són molt més fàcils d’obtenir i 

mantenir (Jamieson et al., 2017). Una tercera opció que s’està estudiant recentment és la 

utilització de cèl·lules mare pluripotents humanes per obtenir el tipus cel·lular desitjat, com 

per exemple BMECs, de forma il·limitada. Addicionalment, es poden generar astròcits i 

perícits a partir de les mateixes cèl·lules per aconseguir un model de BHE molt més similar i 

sinèrgic que el dels models in vivo. Els principals inconvenients d’aquestes cèl·lules mare 

pluripotents són la necessitat d’induir la seva diferenciació i la posterior caracterització de 

les cèl·lules obtingudes amb l’alta dificultat associada a aquests processos (Canfield et al., 

2017).  

1.6.2.2 Línia bEnd.3: POG i rt-PA 

Actualment existeixen una gran varietat de línies cel·lulars endotelials que mimetitzen les 

CEs de la BHE incloent diverses línies cel·lulars endotelials de capil·lars cerebrals de rata com 
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les RBE4, RBEC1 o les rBCEC4, d’altres com les BMEC immortalitzades d’origen humà 

(hBMEC), i també les bEnd.3, una línia endotelial microvascular de ratolí (Jamieson et al., 

2017), la qual s’ha utilitzat en aquesta tesi.  

Les cèl·lules bEnd.3 són originàries de ratolins BALB/c i van ser transformades amb el vector 

retroviral NTKmT que expressava l’antigen T mitjà del Poliomavirus. Amb els cultius 

posteriors es va confirmar la seva naturalesa endotelial tant pel que fa a la morfologia 

formant monocapes com per l’expressió del factor de von Willebrand, un marcador típic de 

CEs (Montesano et al., 1990), motiu per el qual la utilització d’aquesta línia immortalitzada 

està àmpliament acceptada per realitzar estudis sobre la BHE en condicions de POG (Brown 

et al., 2007; Ku et al., 2016). Fins al moment, s’han realitzat varis estudis analitzant l’efecte 

de l’rt-PA sobre CEs de microvasculatura cerebral (Freeman et al., 2014; Won et al., 2014; 

Suzuki et al., 2015; Garraud et al., 2016; Song et al., 2016; Kim et al., 2017) i en diversos 

casos s’ha utilitzat la línia bEnd.3, tot i que el temps analitzat no sobrepassa les 6 h de 

reoxigenació després de la POG (Won et al., 2014; Suzuki et al., 2015; Song et al., 2016; Kim 

et al., 2017) (Taula 1.2). Com s’ha comentat, els mecanismes implicats en la disfunció de la 

BHE després d’una isquèmia són dinàmics i varien al llarg del temps (Sandoval and Witt, 

2008) i és per aquest motiu que es fa necessària una ampliació del curs temporal analitzat 

que determini els efectes de l’rt-PA a llarg termini. 
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Taula 1.2| Les cèl·lules bEnd.3 com a model d’isquèmia. Estudis publicats que utilitzen la línia 

cel·lular endotelial bEnd.3 en condicions de POG i /o tractament amb rt-PA. 

Temps de POG Reoxigenació 
Tractament 

amb rt-PA 
Referències 

2 h - - Liu et al., 2012a 

5 h - - Panickar et al., 2014 

1, 3 o 6 h - - Zhang et al., 2016 

2 o 4 h - - Liu et al., 2016a 

6 h - - Liu et al., 2016b 

3, 6 o 9 h 24 h totals de tractament - Luo et al., 2016 

4, 6 o 12 h 24 h - Yang et al., 2019 

2 h 24 h - Feng et al., 2019 

2 h 6 h + Song et al., 2016 
6 h 3 h + Won et al., 2014 

6 h 3 h + Kim et al., 2017 

4 h 2 o 5 h + Suzuki et al., 2015 

Sense POG 24 h + Jin et al., 2015 
 

1.7  Estudi de l’expressió de proteïnes mitjançant “Western blot” 

La tècnica de “Western blot” és una tècnica àmpliament utilitzada per identificar, 

quantificar i/o determinar el pes molecular de proteïnes específiques. Aquesta tècnica va 

evolucionar a partir de dues tècniques anomenades “Southern blot” i “Northern blot” les 

quals s’utilitzen per detectar seqüències específiques d’ADN i ARN respectivament. Al 1979, 

Towbid et al. va aconseguir separar proteïnes per electroforesi utilitzant un gel de 

poliacrilamida i urea i transferir-les a un membrana de nitrocel·lulosa (Towbin et al., 1979) i 

posteriorment, Burnette va millorar el procediment utilitzant gels de poliacrilamida i 

dodecilsulfat sòdic, moment en qual es va etiquetar la tècnica com a “Western blot” 

(Burnette, 1981). Aquesta tècnica també es coneix com “protein blotting” o 

“immunoblotting” i ha esdevingut una eina molt important per l’estudi de proteïnes. El fet 

de poder transferir les proteïnes separades del gel a una membrana presenta diversos 

avantatges com una millor manipulació, accessibilitat de les proteïnes als anticossos 

corresponents per la seva posterior detecció, emmagatzematge més prolongat i una 

possible reutilització de les membranes. L’evolució constant de la tècnica des de la seva 

implementació ha portat a desenvolupar múltiples procediments per tal de millorar el 

procés d’electroforesi i transferència de proteïnes, tanmateix la sensibilitat de la tècnica 
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depèn bàsicament de l’eficiència de la transferència i de l’especificitat dels antígens i 

sistema de detecció i amplificació utilitzats. Els resultats poden quedar compromesos si hi 

ha deficiències en algun d’aquests aspectes (Kurien and Hal Scofield, 2015). 

1.7.1 Normalització mitjançant controls endògens 

A l’hora d’analitzar els resultats és imprescindible dur a terme una normalització de les 

mostres per contrarestar els possibles errors durant la seva preparació i/o la càrrega del gel. 

Per fer-ho, normalment s’utilitza la normalització segons els nivells d’unes proteïnes 

anomenades constitutives que es caracteritzen per mantenir una expressió abundant i 

constant sense, teòricament, veure’s afectada per les condicions experimentals. Les més 

àmpliament utilitzades inclouen la β-Actina, l’α-Tubulina, el GAPDH i l’“Hypoxanthine-

guanine phosphoribosyltransferase” (HPRT) entre d’altres. Ara bé, diversos articles han 

posat en dubte la fiabilitat de les proteïnes constitutives utilitzades com a controls de 

càrrega en els anàlisis de “Western Blot” ja que en determinades condicions han demostrat 

presentar una variabilitat experimental important, ja sigui degut a les pròpies condicions 

experimentals, a la sobresaturació del marcatge, a un soroll de fons massa elevat o a una 

pèrdua de linealitat (McDonough et al., 2014). Per tant, és necessari un testatge previ 

d’aquestes proteïnes en les condicions experimentals utilitzades (Aldridge et al., 2008; 

Eaton et al., 2013; Gilda and Gomes, 2013; Goasdoue et al., 2016). En aquest sentit, el 

marcatge de tota la proteïna carregada al gel (proteïna total) està emergint com una 

alternativa fiable per tal de normalitzar els resultats obtinguts per “Western Blot” a més de 

permetre comprovar la validesa de proteïnes potencialment constitutives (Gilda and Gomes, 

2013; Rivero-Gutiérrez et al., 2014). 

1.7.2 Normalització mitjançant proteïna total: Gels “stain-free” 

El marcatge de la proteïna total ofereix certs avantatges en comparació a les proteïnes 

constitutives, dels quals el més important és que la normalització no depèn de l’expressió 

d’una sola proteïna, disminuint així la variabilitat experimental. La detecció de la proteïna 

total es pot dur a terme utilitzant diferents colorants per tenyir la membrana com el de 

Ponceau S o el blau de Coomassie, o una tecnologia desenvolupada més recentment 

anomenada “stain-free” (Zeng et al., 2013; Gilda and Gomes, 2014). Els gels “stain-free” 

contenen uns compostos “trihalo” que reaccionen amb els residus de triptòfan dels 
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aminoàcids que un cop exposats a llum ultraviolada, produeixen una fluorescència 

quantificable que permet mesurar els nivells relatius de la proteïna carregada (Posch et al., 

2013). Diversos estudis han confirmat la fiabilitat d’aquest mètode com a control de càrrega 

amb l’avantatge afegit de poder avaluar la qualitat de la separació de les proteïnes i de la 

transferència abans de continuar amb el procés de “Western blot” (Gilda and Gomes, 2014).  
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En aquesta tesi s’han plantejat les hipòtesis següents: 

I. L’rt-PA en condicions isquèmiques induirà canvis en la funcionalitat de barrera 

(viabilitat, activitat metabòlica i permeabilitat cel·lular) de la línia bEnd.3 més enllà de 

les 24 hores de cultiu. 

 

II. Les condicions isquèmiques i/o el tractament amb rt-PA poden modificar els nivells 

d’expressió de proteïnes potencialment constitutives i de proteïnes implicades en la 

regulació de permeabilitat de la línia bEnd.3. 

 

 

III. Els nivells de la proteïna Caveolina-1 de la zona cerebral infartada i del sèrum es 

modificaran en el model tromboembòlic in situ amb administració tardana d’rt-PA. 

 

En base a les hipòtesis plantejades, els objectius de la tesi han estat els següents: 

I. Avaluar l’efecte a llarg termini de l’administració d’rt-PA en condicions d’isquèmia 

sobre la funcionalitat de barrera en un model in vitro mitjançant la utilització de la 

línia cel·lular endotelial de microvasculatura cerebral de ratolí anomenada bEnd.3. 

 

I.1.  Optimitzar les condicions de cultiu i establir un protocol de privació d’oxigen i 

glucosa en la línia bEnd.3. 

I.2.  Analitzar els paràmetres de viabilitat, activitat metabòlica i permeabilitat de les 

cèl·lules bEnd.3 en condicions de privació d’oxigen i glucosa i posterior 

reperfusió amb rt-PA fins a les 72 hores de cultiu. 
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II. Avaluar l’efecte a llarg termini de l’administració d’rt-PA en condicions d’isquèmia 

sobre els nivells de proteïnes associades amb la regulació de la permeabilitat de la 

línia cel·lular endotelial de microvasculatura cerebral de ratolí anomenada bEnd.3. 

 

II.1.  Determinar l’estabilitat de l’expressió de les proteïnes β-Actina, l’α-Tubulina, 

GAPDH i HPRT com a controls de càrrega per “Western blot” en condicions de 

privació d’oxigen i glucosa i tractament amb rt-PA fins a les 72 hores de cultiu. 

II.2.  Analitzar l’efecte de la privació d’oxigen i glucosa i del tractament amb rt-PA 

sobre els nivells de les proteïnes d’unions estretes Claudina-5 i ZO-1 en les 

cèl·lules bEnd.3 fins a les 72 hores de cultiu. 

II.3.  Analitzar l’efecte de la privació d’oxigen i glucosa i del tractament amb rt-PA 

sobre els nivells de Caveolina-1 i la seva forma fosforilada en les cèl·lules bEnd.3 

fins a les 72 hores de cultiu. 

 

III. Analitzar l’efecte de l’rt-PA sobre els nivells de Caveolina-1 sèrics i tissulars en un 

model murí isquèmic tromboembòlic in situ amb administració tardana del fàrmac. 

 

III.1.  Analitzar els paràmetres de dany (volum d’infart, volum d’hemorràgia i edema) 

en el model tromboembòlic in situ amb o sense administració tardana d’rt-PA. 

III.2.  Analitzar els nivells de Caveolina-1 sèrics i tissulars a l’àrea isquèmica dels 

ratolins sotmesos al model tromboembòlic in situ amb o sense administració 

tardana d’rt-PA. 

III.3.  Determinar correlacions entre els paràmetres de dany i els nivells sèrics i 

tissulars de Caveolina-1 en el model tromboembòlic in situ amb o sense 

administració tardana d’rt-PA. 
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4.1  Model in vitro de BHE 

4.1.1 Cultiu de la línia cel·lular de ratolí bEnd.3 

Les CEs immortalitzades originàries de la microvasculatura cerebral de ratolí anomenades 

bEnd.3 es van adquirir a “American Type Culture Collection” (ATCC) (CRL-2299). Aquestes, 

es van sembrar i cultivar fins a formar una monocapa en el medi de creixement “High 

glucose Dulbecco's Modified Eagle's medium” (DMEM HG) amb un 1% de glutamina (Gibco, 

EE.UU.), un 10% de sèrum fetal boví (FBS) (Gibco, EE.UU.) i un 1% de solució antibiòtica (100 

U/mL penicil·lina i 100 µg/mL estreptomicina) (HyClone Laboratories, EE.UU.), en un 

incubador a 37 °C amb humidificació, 5% de CO2 i 95% d’aire. Per tots els experiments les 

cèl·lules es van utilitzar entre els passes 25 i 30, ja que s’ha demostrat que a partir d’aquest 

moment les bEnd.3 poden començar a perdre la seves característiques de BHE (Brown et al., 

2007). Per tal d’analitzar les característiques fisiològiques, com les permeabilitats iònica i 

transcel·lular, es van sembrar un total de 1,7x104 cèl·lules a dins de cada insert (recipient 

amb una membrana porosa a la base que es col·loca a dins els pous de les plaques) (0,3 cm2 

de superfície, porus de 0,4 µm, membrana de PET, BD Falcon, EE.UU.). Prèviament també es 

van testar inserts amb les mateixes característiques de les cases comercials Corning (#3470, 

Corning, EE.UU.) i Millipore (#MCHT24H48, Millipore, Alemanya) (Figura 4.1). Per els anàlisis 

de “Western blot”, es van sembrar 1,19x106 cèl·lules en plaques de cultiu de 60 mm de 

diàmetre (21 cm2 de superfície, Corning, EE.UU.) ja que es requerien més cèl·lules per tenir 

suficient quantitat de proteïna. En canvi, com en el cas dels inserts, per els anàlisis 

d’immunofluorescència es van sembrar 1,7x104 cèl·lules a cada un dels 96 pous de plaques 

de cultiu dissenyades especialment per aquesta tècnica, amb una base transparent 

permeten així l’observació al microscopi (0.3 cm2 de superfície, Becton-Dickinson 

Biosciences, Irlanda). Llavors les cèl·lules es van deixar créixer fins a assolir la confluència, 

normalment dia in vitro 4 (DIV4), moment en que es van sotmetre a la isquèmia 

experimental (Veure apartat 4.1.2). Es van obtenir imatges del cultiu i de cada condició 

experimental (Veure apartat 4.1.3) amb una càmera digital Olympus acoblada al microscopi 

Axiovert 40 CFL (Zeiss, Alemanya). 
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4.1.1.1 Descongelació i sembra de les cèlules bEnd.3 

El criotub amb les cèl·lules bEnd.3 es va descongelar ràpidament utilitzant un bany a 37 °C i 

es va transferir tot el seu contingut (1 ml) a un tub de centrífuga amb 9 ml de medi DMEM 

HG complert fred per tal de, seguidament, centrifugar-lo durant 5 min a 1500 rpm. A 

continuació, es va eliminar amb cura el sobrenedant i es va resuspendre el precipitat 

cel·lular en 15 ml de medi DMEM HG complert, que finalment, es va sembrar en un flascó 

T75 i es va incubar a 37 °C i 5% CO2. 

4.1.1.2 Manteniment del cultiu i subcultiu 

Per tal de mantenir els cultius cel·lulars en les condicions òptimes es va canviar el medi dels 

flascons cada 2-3 dies. Una vegada les cèl·lules estaven confluents, es van subcultivar a les 

diferents plaques i/o flascons per tal preparar els experiments en qüestió i/o expandir el 

nombre de cèl·lules. El protocol consistia en aspirar el medi de cultiu del flascó T75 

confluent i netejar ràpidament les cèl·lules amb 10 ml tampó fosfat (PBS, de l’anglès 

“phosphate buffered saline”, Invitrogen, EE.UU.) per tal d’eliminar les restes de medi. 

Seguidament, es van afegir 3 ml de Tripsina-EDTA (Gibco, EE.UU.) i es va incubar durant 5 

minuts a l’incubador a 37 °C. A continuació, es va aturar ràpidament l’activitat de la Tripsina 

afegint 10 ml de medi DMEM HG al flascó, i es van traspassar les cèl·lules a un tub de 

centrífuga. Finalment, es va centrifugar el tub a 1500 rpm durant 5 min obtenint així un 

precipitat cel·lular, el qual es va resuspendre en 3 ml/T75 i es va recomptar amb una càmera 

de Neubauer, per acabar sembrant la densitat cel·lular apropiada segons el tipus de flascó o 

placa. 

 

Figura 4.1| Inserts semipermeables. A) Representació esquemàtica d’un insert. B) Imatge d’una 

placa de cultiu de 24 pous amb inserts. Adaptació de © 1994-2019 Corning Incorporated All Rights 

Reserved. www.corning.com 
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4.1.2 Privació d’oxigen i glucosa (POG) i tractament amb rt-PA 

Per tal de mimetitzar les condicions d’isquèmia, les cèl·lules bEnd.3 es van exposar a 2,5 h 

de POG tal com s’explica a continuació. Després de deprivar les cèl·lules una nit (Dia in vitro 

3 o DIV3) en medi DMEM HG amb un 1% de FBS, es va dur a terme un rentat amb tampó 

fosfat (PBS, de l’anglès “phosphate buffered saline”, Invitrogen, EE.UU.) i es va afegir un 

medi d’isquèmia sense glucosa ni FBS el qual va ser prèviament bombollejat amb N2 durant 

3 min per tal de desplaçar l’oxigen (Taula 4.1). Seguidament les cèl·lules es van introduir a 

una cambra d’anòxia (Forma Scientific, Hucoa Erloss, Espanya) a 37 °C on un flux constant 

de N2 de 1 L/min mantenia les condicions hipòxiques durant 2,5 h. Les cèl·lules control (CTR) 

van incubar-se aquest mateix temps amb medi d’isquèmia suplementat amb 5,5 mM 

glucosa en un incubador amb condicions normals (5% CO2 i 95% d’aire). Una vegada 

finalitzat el període de POG es va afegir ràpidament medi DMEM HG per aturar la privació i 

es va procedir a la reoxigenació de les cèl·lules substituint el medi d’isquèmia per el medi de 

creixement DMEM HG amb o sense presència d’rt-PA (20 μg/ml) (Genentech, EE.UU.), i 

retornant totes les plaques a l’incubador normòxic. Tal com s’ha descrit en publicacions 

prèvies, es va utilitzar una concentració de 20 μg/ml basant-nos en el suggeriment que és 

una concentració similar a la detectada en sang durant la trombòlisi (Godfrey et al., 1998). 

Taula 4.1| Volums utilitzats durant el protocol de POG en les diferents plaques de cultiu. 

 
Plaques de 

96 pous 

Plaques de 24 pous amb 

inserts (TW) 
Plaques de 60 mm 

Deprivació 200 µl/pou 200 µl a TW / 700 µl al pou 5 ml 

Rentats amb PBS 100 µl/pou 100 µl a TW / 700 µl al pou 1,5 ml/placa 

Volum per aturar la POG 100 µl/pou 100 µl a TW / 430 µl al pou 2 ml/placa 

POG/Reoxigenació 150 µl/pou 150 µl a TW / 650 µl al pou 3,75 ml/placa 

4.1.3 Grups experimentals i recollida de mostres in vitro 

Els grups experimentals establerts van ser CTR, on les cèl·lules s’incubaven en condicions de 

normòxia; POG, on les cèl·lules s’incubaven en absència d’oxigen i glucosa; CTR + rt-PA, on 

les cèl·lules s’incubaven en condicions de normòxia i es tractaven amb 20 μg/ml d’rt-PA 

durant la reoxigenació; i POG + rt-PA, on les cèl·lules s’incubaven en condicions de POG i es 

tractaven amb 20 μg/ml d’rt-PA durant la reoxigenació. 
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La recollida de mostres i el punt temporal en el qual es duia a terme variava en funció de la 

determinació a realitzar. Per els anàlisis de viabilitat cel·lular (lactat deshidrogenasa, LDH) 

(Veure apartat 4.1.4.1), activitat metabòlica (MTT) (Veure apartat 4.1.4.2), permeabilitat 

iònica (TEER, de l’anglès “transendothelial electrical resistance”) (Veure apartat 4.1.5.1) i 

permeabilitat transcel·lular (FITC-BSA, Sigma-Aldrich, EE.UU.) (Veure apartat 4.1.5.2) es van 

recollir mostres immediatament després de la POG (0 h) i després de 24, 48 i 72 h de 

reoxigenació. A més, a les 0, 3, 6, 24 i 72 h de reoxigenació es van recollir les cèl·lules per 

posteriorment extreure el contingut proteic i analitzar-lo per “Western blot” (Veure apartat 

4.1.6). Addicionalment, a les 72 h de reoxigenació també es van realitzar els anàlisis 

d’immunocitofluorescència (Veure apartat 4.1.7) (Figura 4.2). 

 

Figura 4.2| Disseny experimental in vitro. Representació esquemàtica dels diferents anàlisis fets 

després de sotmetre les cèl·lules bEnd.3 a 2,5 h d’isquèmia experimental in vitro. La barra gris indica 

el temps de recollida de les mostres després de la reoxigenació amb o sense rt-PA. DIV3-4: dia in 

vitro 3-4; POG: privació d’oxigen i glucosa; rt-PA: activador recombinant del plasminogen tissular (de 

l’anglès “recombinant tissue plasminogen activator”); LDH: lactat deshidrogenasa; MTT: nom del 

compost “3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide”; TEER: resistència elèctrica 

transendotelial (de l’anglès “transendothelial electrical resistance”); FITC-BSA: compost format per el 

“fluorescein isothiocyanate” unit a albúmina sèrica bovina (BSA, de l’anglès “bovine sèrum 

albumin”); WB: “Western blot”; IF: immunofluorescència. 

4.1.4 Anàlisi de la viabilitat i de l’activitat metabòlica cel·lular 

L’anàlisi de la viabilitat i l’activitat metabòlica cel·lular es va portar a terme mitjançant la 

determinació dels nivells de la lactat deshidrogenasa (LDH) i el compost “(3-(4,5-
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dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide” conegut com a MTT (Sigma) 

respectivament.  

4.1.4.1 Assaig de LDH 

L’LDH és un enzim soluble present al citosol de la majoria de cèl·lules eucariotes que 

s’allibera al medi de cultiu quan la cèl·lula mor i es trenca la membrana plasmàtica. 

L’increment de l’activitat de l’LDH al sobrenedant del cultiu és proporcional al nombre de 

cèl·lules lisades i per tant és àmpliament utilitzat com a marcador de viabilitat cel·lular i 

citotoxicitat. En aquest treball es va utilitzar el kit de “CytoTox 96 non-radioactive 

cytotoxicity” (Promega, EE.UU.) el qual aprofita la capacitat de l’LDH per reduir el NAD+ a 

NADH i la posterior reducció de la salt INT a un compost de color vermellós/porpra 

anomenat formazan. Finalment la intensitat del color es pot mesurar a una longitud d’ona 

de 490 nm amb un espectrofotòmetre quantificant així els nivells d’LDH alliberat. Breument, 

el protocol seguit va ser el següent:  

Es van traspassar 120 µl/pou de sobrenedant com a mínim de 4 pous de cada condició 

experimental a una nova placa de 96 i es va centrifugar 4 min a 250 g. Seguidament, es van 

traspassar 50 µl/pou de sobrenedant, per duplicat, a una placa nova on posteriorment es 

van afegir 50 µl/pou del substrat subministrat pel kit i es va incubar 30 min a temperatura 

ambient protegint de la llum. Finalment, es van afegir 50 µl/pou de la solució “stop” 

subministrada per el kit i es va mesurar l’absorbància a 490 nm amb l’espectrofotòmetre 

“SpectraMax 340PC384 Microplate Reader” (Molecular Devices, EE.UU.). 

Els resultats obtinguts es van normalitzar respecte els valors de LDH totals obtinguts 

mitjançant la lisi de totes les cèl·lules d’un pou de cada grup experimental, per així 

minimitzar les diferències en el nombre total de cèl·lules ocasionades per el tractament 

experimental. Els resultats es van expressar com a percentatge obtingut a partir dels valors 

del grup CTR. 

4.1.4.2 Assaig de MTT 

L’assaig amb MTT és un dels més utilitzats per mesurar l’activitat metabòlica cel·lular com a 

indicador de la viabilitat cel·lular, la proliferació i la citotoxicitat. Aquest assaig es basa en la 

reducció de la sal MTT, que inicialment presenta un to grogós, a cristalls de formazan, que 
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com s’ha comentat, són de color vermellós/porpra, mitjançant l’activitat metabòlica de les 

cèl·lules. Bàsicament, les cèl·lules contenen enzims oxidoreductors dependents de NAD(P)H 

els quals redueixen l’MTT a cristalls insolubles de formazan, que un cop dissolts, permeten 

la quantificació del color generat i per tant de l’activitat metabòlica cel·lular. 

Per la determinació de l’activitat metabòlica amb MTT, el medi de cultiu es va substituir per 

150 µl/pou de medi DMEM HG amb una concentració de MTT de 5 mg/ml. Després d’una 

incubació de 2 h a 37 °C es va aspirar el medi amb compte i es van afegir 110 µl/pou de 

DMSO per tal de dissoldre els cristalls de formazan formats. Finalment, es van traspassar 50 

µl/pou, per duplicat, a una placa de 96 i com en el cas de LDH, es va mesurar l’absorbància 

mitjançant l’espectrofotòmetre “SpectraMax 340PC384 Microplate Reader” llegint a una 

longitud d’ona de 570 nm. Els resultats es van expressar com a percentatge obtingut a partir 

dels valors del grup CTR. 

4.1.5 Anàlisi de les permeabilitats iònica i transcel·lular 

La permeabilitat de les cèl·lules bEnd.3 en els diferents grups experimentals es va avaluar 

mitjançant la mesura de la TEER com a indicador de la permeabilitat iònica, i del pas a través 

de la monocapa d’un compost format per la unió de l’albúmina sèrica de vaca amb el 

“fluorescein isothiocyanate” conegut com FITC-BSA per mesurar la permeabilitat 

transcel·lular. 

4.1.5.1 TEER 

La TEER es va mesurar utilitzant un aparell amb dos elèctrodes que s’introduïen 

simultàniament a l’interior i exterior de l’insert analitzant així la resistència de la monocapa 

(Epithelial Volthometer, EVOM2, World Precision Instruments, EE.UU.). El valor de 

resistència del blanc, obtingut amb un insert sense cèl·lules, es va restar a la resta de valors i 

seguidament es van multiplicar per l’àrea de la membrana obtenint així els resultats en cm2. 

Tret del testatge dels inserts de les diferents cases comercials on les dades es van expressar 

en Ω · cm2, els resultats es van expressar com a percentatge obtingut a partir dels valors del 

grup CTR. 
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4.1.5.2 FITC-BSA 

Per l’anàlisi del pas de FITC-BSA a través de les cèl·lules, indicador de permeabilitat 

transcel·lular, es va seguir el protocol prèviament descrit (Niego et al., 2012). Breument, es 

van transferir els inserts a noves plaques que contenien 750 µl/pou de medi DMEM F12 

(Gibco, EE.UU.) fresc sense FBS i es va substituir el medi del seu interior per 150 µl/pou de 

medi DMEM HG amb 0,35 mg/mL de FITC-BSA. Després de 1 h d’incubació, el medi de la 

part abluminal, és a dir el del pou de la placa, es va resuspendre i es van traspassar 200 

µl/pou, per duplicat, a unes plaques optimitzades per a la lectura de fluorescència (Thermo 

Fisher Scientific, EE.UU.). A continuació, es va mesurar la fluorescència a 485 nm amb el 

CytationTM 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek). Els canvis en la permeabilitat es van 

mesurar tenint en compte els valors dels inserts sense cèl·lules (blancs) amb els quals es va 

obtenir el valor màxim de permeabilitat, mitjançant la fórmula següent: permeabilitat (% vs 

màxim)=((valor FITC dels inserts experimentals– mitjana de fluorescència del medi 

sol)/(valor FITC dels blancs – mitjana de fluorescència del medi sol)) x100. Els resultats es 

van expressar com a percentatge obtingut  a partir del grup CTR. 

4.1.6 “Western blot” 

Com s’ha comentat a l’apartat 1.7, aquesta tècnica és àmpliament utilitzada per identificar, 

quantificar i/o determinar el pes molecular de proteïnes específiques. Bàsicament, la tècnica 

de “Western blot” consisteix en primerament separar les proteïnes en un gel d’electroforesi 

en funció del seu pes molecular, i posteriorment transferir-les a una membrana per poder 

marcar-les mitjançant anticossos específics per les proteïnes d’interès.  

4.1.6.1 Extracció i quantificació de proteïna 

Una vegada finalitzats els diferents períodes de reoxigenació (Figura 4.2), les plaques de 

cultiu es van posar sobre gel per reduir el metabolisme i evitar els canvis cel·lulars deguts al 

pas del temps i al canvi de condicions durant la recollida de les mostres. El procediment va 

ser el següent. Primerament, es van aspirar els medis de cultiu i les cèl·lules es van rentar 

amb 1 ml/placa de PBS fred. A continuació, es van afegir 150 µl/placa de tampó de lisi fred 

(Cell Signaling, The Netherlands) amb “phenylmethylsulfonyl fluoride” (PMSF, Sigma) (1%), 

un inhibidor de proteases, i es van recollir les cèl·lules utilitzant uns rascadors o “scrapers” 

que permetien desenganxar les cèl·lules de les plaques. Finalment, les cèl·lules es van lisar 
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amb una xeringa fent-les passar unes 40 vegades per una agulla de 0,5 mm de diàmetre 

(calibre 21), es van centrifugar 10 min a 14.000 g a 4 °C per així eliminar les restes cel·lulars i 

es va quantificar el contingut proteic mitjançant un kit de BCA (Thermo Fisher Scientific, 

EE.UU.). Breument, el protocol de quantificació va ser el següent: es van carregar 10 µl/pou 

per duplicat, de cada mostra i dels estàndards de la recta patró, en una placa de 96. 

Seguidament, es van afegir 200 µl/pou d’una solució formada per dos reactius que 

subministrava el kit, es va agitar la placa uns 30 seg i es va posar a incubar a 37 °C i 

protegida de la llum durant 1 h. Finalment, es va mesurar l’absorbància a 562 nm i es va 

determinar la concentració de les diferents mostres interpolant els resultats a la recta patró. 

4.1.6.2 Procediment del “Western blot” 

Deu μg de cada mostra es van diluir en tampó de càrrega amb un 5% de β-mercaptoetanol i 

en aigua fins a un volum final de 30 µl. A continuació, es van incubar durant 5 min a 90 °C i 

es van carregar en un gel d’electroforesi “Criterion™ TGX Stain-Free™ PrecastGels” (Bio-Rad) 

el qual va córrer a 120 V durant 80-90 min, aconseguint la separació de les proteïnes en 

funció del seu pes molecular. Llavors aquestes es van transferir a una membrana de 

“polyvinylidene difluoride”(PVDF; EMD Millipore, USA) a 30 V i 4 °C durant 12 h. Després d’1 

h de bloqueig amb 30 ml d’un tampó format per Tris, Tween-20 0,1% (TBST) i 5% BSA (EMD 

Millipore), les membranes es van incubar amb els anticossos primaris corresponents diluïts 

en 10 ml de TBST 3% BSA (Taula 4.2). Posteriorment, es van fer 3 rentats de 5 min amb 

aproximadament 30 ml de TBST per cada rentat i es van incubar les membranes amb els 

anticossos secundaris corresponents diluïts igualment en 10 ml de TBST 3% BSA (Taula 4.2). 

Finalment, després de 3 rentats més iguals que els anteriors, es van revelar les membranes 

amb el reactiu “Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate” (EMD Millipore) el 

qual reaccionava amb els anticossos secundaris generant una senyal lumínica, i es van 

quantificar les bandes obtingudes amb el programa Alpha Innotech (AlphaEaseFC™). Per tal 

de poder tornar a marcar les mateixes membranes amb altres anticossos i així detectar 

proteïnes diferents, es va portar a terme un procediment anomenat “Stripping” en la qual 

s’eliminaven els anticossos prèviament adherits. Bàsicament consistia en incubar les 

membranes en 30 ml de TBS amb 2% de SDS i 0,7% de β-mercaptoetanol a 50 °C durant 30 

min, rentar-les amb TBST i tornar a fer tot el procés començant per el bloqueig de la 

membrana (Figura 4.3). 
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Taula 4.2| Anticossos utilitzats per “Western blot”. 

Nom i referència 
Espècie 

hoste 
Dilució Incubació Casa comercial 

β-Actina (sc-47778) Ratolí 1:1000 1 h a 21 °C Santa Cruz Biotechnology 

α-Tubulina (sc-5286) Ratolí 1:1000 1 h a 21 °C Santa Cruz Biotechnology 

GAPDH (MAB374) Ratolí 1:20000 1 h a 21 °C EMD Millipore 

HPRT (sc-376938) Ratolí 1:100 12 h a 4 °C Santa Cruz Biotechnology 

Claudina-5 (35-2500) Ratolí 1:2000 12 h a 4 °C Invitrogen 

ZO-1 (61-7300) Conill 1:1000 12 h a 4 °C Invitrogen 

Cav-1 (sc-894) Conill 1:40000 1 h a 21 °C Santa Cruz Biotechnology 

pCav-1 (Tyr14)* Conill 1:1000 12 h a 4 °C Cell Signaling 

2ari Ratolí (401215) Cabra 1:10000 1 h a 21 °C Calbiochem 

2ari Conill (sc-2004) Cabra 1:20000 1 h a 21 °C Santa Cruz Biotechnology 

2ari Conill (70745) * Cabra 1:10000 1 h a 21 °C Cell Signaling 

 

 

Figura 4.3| Representació esquemàtica de la tècnica “Western blot”. A) Les proteïnes són 

separades mitjançant un gel de poliacrilamida i B) transferides a una membrana de PVDF. C) S’incuba 

la membrana amb un anticòs que reconeix específicament la proteïna diana seguit d’un segon 

anticòs específic per l’anticòs primari que porta conjugat un enzim, el qual reacciona amb el substrat 

produint una senyal lumínica D) que es pot capturar i quantificar amb un aparell de 

quimioluminescència. Adaptació de www.novusbio.com/application/western-blotting. 
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4.1.6.3 Marcatge i quantificació de la proteïna total 

Els gels “Criterion™ TGX Stain-Free™” van permetre, a més de separar les proteïnes, 

normalitzar els resultats obtinguts mitjançant la quantificació de la proteïna total carregada. 

Això va ser possible degut a que aquests gels porten incorporats uns compostos “trihalo” 

que quan interaccionen amb les proteïnes presents al gel generen una fluorescència 

fàcilment detectable. Finalitzada l’electroforesi, els gels es van posar a una placa 

transil·luminadora de l’aparell AlphaInnotech i es van exposar durant aproximadament 5 

min a llum UV per tal d’activar la fluorescència. Seguidament, es va quantificar cada carril 

amb el mateix programa utilitzat per quantificar les bandes de “Western blot”, establint 

l’espai entre carrils com a “background” tal com havia descrit Aldridge GM et al. i com es 

mostra a la figura 4.4. 

 

Figura 4.4| Imatge representativa de la quantificació de la proteïna total amb els gels “Criterion 

TGX Stain-Free™”. C1, 2, 3 i 4: carril 1, 2, 3 i 4 respectivament; B1, 2, 3 i 4: “background” del carril 1, 

2, 3 i 4 respectivament. 

4.1.7 Immunocitofluorescencia 

Per tal d’estudiar la immunoreactivitat de la Claudina-5, la ZO-1 i la Cav-1 i determinar els 

seus nivells i localització cel·lular, les cèl·lules dels 4 grups experimentals es van rentar dues 

vegades amb 100 µl/pou de PBS i es van fixar amb 100 µl/pou d’una solució de PBS amb 
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3,7% de paraformaldehid (Sigma-Aldrich) durant 10 min. Seguidament, es van 

permeabilitzar amb 100 µl/pou de PBS més 0,25% de Tritó X-100 (Sigma-Aldrich) durant 10 

min, es van fer 3 rentats de 5 min amb 100 µl/pou de PBS i es van bloquejar 30 min més 

amb 100 µl/pou de PBS amb 5% de BSA. A continuació, es van incubar amb els anticossos 

primaris corresponents (Taula 4.3) diluïts en 50 µl/pou de PBS amb 3% BSA. Després de fer 3 

rentats de 5 min amb 100 µl/pou de PBS, les cèl·lules es van incubar en foscor amb els 

anticossos secundaris fluorescents corresponents (Taula 4.3) diluïts en 50 µl/pou de PBS 

amb 3% BSA. Un cop finalitzada la incubació, es van fer 3 rentats de 5 min amb 100 µl/pou 

també protegint la placa de la llum per no malmetre la fluorescència. Finalment es van 

marcar els nuclis amb DAPI (Invitrogen) durant 3 min aproximadament i es van capturar les 

imatges amb els diferents canals corresponents a les diferents fluorescències dels anticossos 

secundaris i del DAPI en el microscopi “BD Pathway 855 Bioimager System” (Becton–

DickinsonBiosciences) seguint les especificacions del programa BD Attovision. Cal mencionar 

que les configuracions dels diferents canals van ser les mateixes en tot moment per així 

evitar errors en la interpretació de les dades. La quantificació de les intensitats es va 

realitzar amb el programa ImageJ 1.43 (http://rsb.info.nih.gov/ij/; NIH, EE.UU.). En el cas de 

la claudina-5 i la ZO-1, es va quantificar la seva immunoreactivitat a la membrana plasmàtica 

i al citoplasma resseguint manualment els contorns amb el mateix ImageJ, i es van obtenir 

unes proporcions calculades cèl·lula a cèl·lula.  

Taula 4.3| Anticossos utilitzats per immunocitofluorescencia. 

Nom i referència 
Espècie 

hoste 
Dilució Incubació Casa comercial 

Claudina-5 (35-2500) Ratolí 1:100 1 h a 21 °C Invitrogen 

ZO-1 (61-7300) Conill 1:100 1 h a 21 °C Invitrogen 

Cav-1 (sc-894) Conill 1:100 1 h a 21 °C Santa Cruz Biotechnology 

2ari Ratolí – 488 Cabra 1:200 1 h a 21 °C Invitrogen 

2ari Conill – 488 Cabra 1:200 1 h a 21 °C Invitrogen 
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4.2 Model d’isquèmia in vivo tromboembòlic in situ amb administració 

tardana d’rt-PA  

Per tal d’estudiar l’efecte de l’rt-PA sobre els nivells sèric i tissulars de Cav-1 es va utilitzar 

un model tromboembòlic in situ amb administració tardana d’rt-PA (Cyrille et al., 2007; 

García-Yébenes et al., 2011). El model consisteix en la oclusió de l’ACM mitjançant una 

injecció de trombina, la qual promou la coagulació sanguínia, i la posterior recanalització 

utilitzant la capacitat trombolítica de l’rt-PA. 

Els animals utilitzats en aquests experiments van ser ratolins mascles Swiss (Jackson Labs, 

Bar Harbor, Maine) i en tot moment es van seguir les indicacions del Comitè Ètic per 

l’Experimentació Animal de la Universidad Complutense de Madrid (UCM), que al mateix 

temps seguien les directrius de la Unió Europea 86/609/CEE i 2003/65/CE i el Reial Decret 

1201/2005 sobre la protecció dels animals utilitzats per a l’experimentació.  

Els protocols quirúrgics i l’obtenció de les mostres es van dur a terme tal com s’havien 

descrit prèviament (García-Yébenes et al., 2011). Breument, els ratolins van ser anestesiats 

en una cambra insuflada amb 2,5%, inicialment, i posteriorment amb 1,5-2% de isoflurà 

(IsoVet, Piramal Healthcare, Regne Unit) en una barreja de 30/70% d’O2 i aire 

respectivament. La temperatura corporal va ser constantment controlada i mantinguda a 

36,5-37 °C mitjançant l’ús d’una sonda rectal (HB 101/2, Harvard Apparatus, EE.UU) i d’una 

placa tèrmica. Per tal d’induir la oclusió de l’ACM es va injectar l’α-trombina de ratolí (2 UI) 

(Sigma-Aldrich, EE.UU.) directament a una ramificació de l’arteria, prèviament exposada, 

amb unes “agulles” elaborades a partir de capil·lars graduats (15 mm/µl) (Ref 555/5, 

Assistent Germany, Alemanya) als quals se’ls havia tallat la punta obtenint un diàmetre final 

de 50 µm aproximadament (Figura 4.5). Aquesta mida era suficientment petita perquè el 

capil·lar penetrés causant els mínims danys possibles i suficientment gran per evitar la 

coagulació de la punta durant la injecció. L’”agulla” carregada es va introduir lentament a la 

llum del vas i es va injectar 1 µl de trombina. Per tal de permetre l’estabilització del coàgul 

l’”agulla” es va retirar 10 min després de l’oclusió. El coàgul originat es va definir com a 

estable quan el flux mesurat per làser Doppler (418-1, Perimed AB, Suècia) mostrava una 

caiguda dràstica (reducció mitjana del 70 – 80%) que es mantenia constant durant 1 h.  
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Figura 4.5| Imatge representativa de la injecció de trombina a l’artèria ACM. L’”agulla” s’introdueix 

a la bifurcació de l’artèria i s’injecta la trombina, obstruint així el tronc comú. 

Per a la reperfusió, l’rt-PA (10 mg/kg) (Actilyse, Boehringer Ingelheim, Alemanya) va ser 

administrat a través de la vena caudal a la base de la cua 3 h després de la injecció de 

trombina. Es va establir que la reperfusió era efectiva quan es restablia el flux sanguini (en 

un rang d’entre 60 i 100% del valors basals) i aquest restava estable durant la primera hora 

després de l’administració d’rt-PA, mesurat per làser Doppler. Els animals que van presentar 

una reperfusió espontània (sense rt-PA), hemorràgies extraparenquimals, o lesions a 

l’estriat es van excloure dels posteriors anàlisis. D’altra banda, no es va detectar mortalitat 

espontània deguda a l‘MCAO ni a l’administració d’rt-PA. 

4.2.1 Grups experimentals i recollida de mostres in vivo  

Un total de 32 animals van ser assignats de forma aleatòria als 3 grups experimentals 

següents: grup MCAO, en els quals l’ACM quedava permanentment obstruïda degut a la 

injecció in situ de trombina; grup MCAO + rt-PA, en els quals s’aconseguia la recanalització 

de l’artèria administrant rt-PA després de 3 h d’oclusió; i grup CTR on simplement 

s’exposava l’ACM quirúrgicament però no s’ocloïa. 

De tots els animals d’aquests grups experimentals es van obtenir tant mostres sanguínies 

com de teixit per així determinar els nivells de Cav-1 i els paràmetres de dany (volum 

d’infart, volum hemorràgic i edema) i estudiar els possibles efectes de l’rt-PA (Figura 4.6). 
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Figura 4.6| Disseny experimental in vivo. Representació esquemàtica dels diferents anàlisis fets 

després de sotmetre els ratolins al model d’isquèmia tromboembòlic. La barra gris indica el temps de 

recollida de les mostres després de 3 h d’MCAO amb o sense administració d’rt-PA. MCAO: oclusió 

de l’arteria cerebral mitjana (de l’anglès “middle cerebral artery occlusion”); rt-PA: activador 

recombinant del plasminogen tissular (de l’anglès “recombinant tissue plasminogen activator”); 

ELISA: “enzyme-linked immunosorbent assay”; IHF: immunohistofluorescència; HQ: histoquímica. 

4.2.1.1 Obtenció de les mostres sanguínies 

Amb l’objectiu d’elaborar un perfil temporal dels nivells sèrics de Cav-1, es va realitzar 

l’extracció de mostres sanguínies abans del procediment experimental i a diferents temps 

després de 3 h d’MCAO (Figura 4.6) per tal d’obtenir el sèrum i determinar els nivells 

proteics de Cav-1 mitjançant la tècnica d’ELISA (Veure apartat 4.2.2). Les mostres sanguínies 

es van extreure de la cua dels animals després d’anestesiar-los en els següent temps: abans 

de començar el procediment experimental (t = pre-MCAO) i a les 0, 3 i 24 h després de 

l’MCAO (Figura 4.6). Una vegada extretes, les mostres es van deixar 1 h a temperatura 

ambient i unes 12 h més a 4 °C, permeten així la seva coagulació. A continuació, les mostres 

es van centrifugar a 1500 g a 4 °C durant 10 min, obtenint així el sèrum que va ser aliquotat i  

conservat a -80 °C fins a la seva utilització. 

4.2.1.2 Obtenció de les mostres de teixit 

Per tal de determinar els paràmetres de dany mitjançant tècniques histoquímiques i 

analitzar els nivells de Cav-1 mitjançant immunohistofluorescència (Veure apartat 4.2.3 i 

4.2.4, respectivament), va ser necessari sacrificar els animals, rentar la sang intravascular 

per evitar la tinció de peroxidases endògenes i fixar el teixit amb paraformaldehid. Per fer-
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ho, 24 h després de l’MCAO (Figura 4.6), els ratolins es van sacrificar i es van perfondre a 

través del cor amb PBS 0,1 M (pH 7,4) a un flux de 5 ml/min durant 5 min. A continuació es 

van passar uns 80 ml d’una solució de PBS freda amb 4% de paraformaldehid amb el mateix 

flux i, posteriorment, es van extreure els cervells i es van mantenir en PBS 4% 

paraformaldehid a 4 °C durant unes 12 h més per assegurar la seva fixació. Passat aquest 

temps, els cervells fixats es van passar a una solució de PBS amb 30% de sucrosa durant 2 

dies fins que s’enfonsaven, el que indicava que estaven totalment saturats de sucrosa i 

deshidratats, un pas clau per criopreservar el teixit i reduir els danys deguts a la congelació. 

Finalment, els cervells es van congelar en isopentà i es van guardar a -80 °C fins a la seva 

utilització. 

4.2.2 ELISA 

Amb l’objectiu de determinar la concentració sèrica de Cav-1 es va utilitzar la tècnica 

d’ELISA amb el kit específic (SEA214Mu, Cloud-Clone Corp., EE.UU.). Aquesta tècnica es basa 

en l'ús d'antígens o anticossos marcats amb un enzim obtenint així unes proteïnes 

conjugades amb activitat immunològica i enzimàtica. A part, és necessari que la proteïna 

d’interès o els anticossos es trobin adherides sobre una superfície immunoabsorbent per tal 

que la reacció antigen-anticòs quedi immobilitzada. D’aquesta manera es pot mesurar 

fàcilment la concentració de la proteïna analitzada ja que mitjançant la reacció entre l’enzim 

conjugat i el seu substrat, es produirà un color visible a simple vista i quantificable 

mitjançant l'ús d'un espectrofotòmetre. 

L’anàlisi es va portar a terme seguint en tot moment les instruccions proporcionades per la 

casa comercial, treballant amb duplicats. Breument, es van preparar totes les solucions i es 

van carregar 100 µl/pou de les mostres i les dilucions per la recta patró. Després d’una 

incubació d’1 h a 37 °C, es van aspirar els pous, es va afegir 100 µl/pou de la solució 

anomenada “detection reagent A” subministrada per el kit i es va posar la placa a incubar 1 

hora més a 37 °C. Seguidament es van realitzar 3 rentats de 350 µl/pou amb la solució de 

rentat i es van afegir 100 µl/pou de la solució “detection reagent B” subministrada per el kit. 

Després d’incubar la placa durant 30 min més a 37ºC, es va rentar 5 vegades, es van afegir 

90 µl/pou de la solució substrat i es va incubar la placa en foscor durant 20 min a 37 °C. 

Finalment, es van afegir 50 µl/pou de la solució “stop” i es va llegir la placa a 450 nm amb el 
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lector de plaques “SpectraMax 340PC384 Microplate Reader” i es van calcular les 

concentracions extrapolant amb una recta patró ajustada amb l’anàlisi “4-parameter logistic 

analysis”. 

Les concentracions (ng/ml) obtingudes per cada una de les mostres es van dividir per els 

seus respectius valors pre-MCAO quedant representades com a percentatge per tal de 

reduir la variabilitat basal entre animals. El temps de 0 h post-MCAO es va anomenar 

“nivells basals” per així coincidir amb la nomenclatura clínica on els nivells basals són aquells 

que s’obtenen quan el pacient amb un ictus isquèmic arriba al servei d’urgències de 

l’hospital. 

4.2.3 Determinació dels paràmetres de dany  

Per tal de quantificar els volums d’infart i d’hemorràgia i l’edema, es va utilitzar la tinció 

amb violeta de cresil, la qual marca els cossos de Nissl, i amb diaminobenzidina (DAB), 

permetent així la detecció dels eritròcits extravasats i per tant les zones hemorràgiques. Per 

poder realitzar les diferents determinacions els cervells fixats i criopreservats a -80 °C (Veure 

apartat 4.2.1.2) es van tallar en seccions de 15 µm (per volum d’infart, edema i 

immunohistofluorescència) i 30 µm (per volum d’hemorràgia) de gruix amb el criòstat 

(CM1950, Leica) a -23 °C. Es van obtenir un total de 21 seccions separades una de l’altra per 

400 µm i des del bregma 3,2 mm fins al bregma -4,8 mm. Els talls es van muntar en 

portaobjectes SuperFrost/Plus (Menzek-Gläser, Braunschweig, Alemanya) i es van guardar 

de nou a -80 °C fins a la realització de cadascun dels protocols. 

4.2.3.1 Determinació del volum d’infart 

Per l’anàlisi del volum d’infart es va utilitzar la tinció dels cossos de Nissl que es basa en la 

utilització d’un colorant acidòfil, el violeta de cresil, per tenyir el nucli, els nuclèols i el reticle 

endoplasmàtic rugós de les cèl·lules, proporcionant així, una panoràmica general de la 

distribució, mida i morfologia de les neurones, fet que permet identificar clarament el teixit 

infartat. El protocol es va realitzar tal com s’havia descrit prèviament (García-Yébenes et al., 

2011). En primer lloc es van hidratar les seccions amb PBS, i seguidament es van incubar 1-2 

min en una solució de violeta de cresil al 0,5% (Sigma-Aldrich, EE.UU.) i 1,5% d’àcid acètic. 

Posteriorment, es van deshidratar en una bateria d’alcohols amb una graduació creixent 
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(70%, 95% i 100%, 30 s cada un) i finalment, es van submergir en xilè durant 5 min. 

Finalment, els portaobjectes es van muntar amb medi de muntatge “Pertex” (Medite, 

EE.UU.) i es van col·locar sobre una plantilla mil·limetrada i es van fotografiar amb una 

càmera digital. Un cop obtingudes les imatges, es va utilitzar el programa ImageJ 1.43 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/; NIH, EE.UU.) per mesurar les següents àrees de tots els talls: 

Àrea de l’hemisferi ipsilateral (Hipsi), àrea de l’hemisferi contralateral (Hcontra) i àrea 

infartada (Inf). Seguidament, es va corregir l’àrea infartada per l’índex d’edema, el qual es va 

obtenir dividint Hipsi per Hcontra, és a dir: Àrea infartada = Inf/(Hipsi/Hcontra) 

Finalment, el càlcul del volum d’infart es va realitzar com la suma de les projeccions de les 

àrees Infartada sobre la distància d’un tall al següent i es va representar com a percentatge 

d’hemisferi infartat respecte a l’hemisferi sa. 

4.2.3.2 Determinació del volum d’hemorràgia 

Per l’anàlisi del volum d’hemorràgia es va utilitzar la tinció de les peroxidases endògenes, la 

qual marca els glòbul vermells per així mesurar l’àrea ocupada per els extravasats. Els 

glòbuls vermells tenen un alt contingut de peroxidases, uns enzims que poden oxidar la DAB 

i generar un color marronós allà on són presents, fet que permet detectar directament els 

glòbuls vermells i per tant la TH. Aquesta tinció es va portar a terme tal com s’havia descrit 

prèviament (García-Yébenes et al., 2011). Breument, es van hidratar 21 seccions coronals en 

PBS i es van incubar durant 20 min amb una solució de DAB preparada segons les 

indicacions proporcionades per el kit (peroxidase substrate kit, Vector Laboratories, EE.UU.). 

Seguidament, es van rentar amb PBS, es van deshidratar en una bateria d’alcohols amb una 

graduació creixent (70%, 95% i 100%, 30 s cada un) i finalment, es van submergir en xilè 

durant 5 min i es van muntar tal com s’ha descrit a la secció anterior. 

Per la quantificació es va portar a terme un mètode estereològic que estimava el volum 

ocupat per glòbuls vermells extravasats. Això es va realitzar amb un microscopi Olympus 

BX51 (Olympus, EE.UU.) amb un objectiu 10X, una videocàmera DP-70 (Olympus, EE.UU.) i 

utilitzant el programa Cast Grid (Visiopharm, Dinamarca). El volum d’hemorràgia es va 

calcular mitjançant el principi de Cavalieri, basat en el recompte de punts associats a una 

àrea que es localitzen a l’estructura que es vol quantificar, en aquest cas, les hemorràgies. El 

volum hemorràgic es va calcular amb la fórmula següent: Volum = a(p) · d · ΣP 
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On, a(p) representa l’àrea associada al punt, d la distància entre dos seccions consecutives, i 

ΣP el sumatori dels punts. 

4.2.3.3 Determinació de l’edema cerebral 

Com a mesura de l’edema es va utilitzar el percentatge d’augment del volum de l’hemisferi 

ipsilateral després del dany. Per fer-ho es va aplicar la següent fórmula aprofitant les dades 

obtingudes dels mateixos talls tenyits amb el violeta de cresil (Veure apartat 4.2.3.1): 

Índex d’Edema: Hipsi/Hcontra  

4.2.4 Immunohistofluorescència 

Amb l’objectiu d’analitzar els efectes de la isquèmia i el tractament amb rt-PA sobre els 

nivells de Cav-1 es va portar a terme un assaig d’immunohistofluorescència en el qual es va 

marcar aquesta proteïna a les seccions de 15 µm obtingudes prèviament (Veure apartat 

4.2.3), així com també un marcatge de les IgG extravasades com a marcador de la zona 

isquèmica. Després de descongelar les seccions i deixar-les assecar a 37 °C durant 30 min, 

aquestes es van permeabilitzar amb TBS 0,5% de Tritó X-100 durant 10 min i seguidament es 

van bloquejar 30 min més amb TBST (TBS 0,1% Tritó X-100) 1% BSA. A continuació, les 

seccions es van incubar amb 500 µl/portaobjectes (o un volum suficient per cobrir els talls) 

dels anticossos corresponents (Taula 4.4) diluïts en TBST 1% BSA en una cambra humida per 

tal d’evitar l’evaporació de la solució amb l’anticòs. Finalitzada la incubació, es van realitzar 

3 rentats de 5 min amb TBST a tots els portaobjectes i es van incubar amb els anticossos 

secundaris fluorescents corresponents (Taula 4.4), diluïts igualment en TBST 1% BSA. A 

partir d’aquest moment totes les incubacions i rentats es van realitzar protegint les mostres 

de la llum per tal de no malmetre la fluorescència dels anticossos. Finalment, es van repetir 

els 3 rentats de 5 min amb TBST per eliminar l’excés d’anticòs, es va portar a terme un 

marcatge dels nuclis amb DAPI durant 3 min i després d’un rentat amb aigua es van muntar 

els portaobjectes amb medi de muntatge “Dako fluorescent mounting medium” (Dako 

North America Inc., EE.UU.) que optimitza la visualització la fluorescència al microscopi. Per 

tal de verificar que el marcatge observat no era inespecífic es van realitzar marcatges en 

paral·lel amb seccions que no contenien algun dels anticossos primaris o secundaris i es va 

determinar que el marcatge observat era específic de Cav-1 o de les IgG extravasades. 
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Taula 4.4| Anticossos utilitzats per immunohistofluorescència. 

Nom i referència Espècie hoste Dilució Incubació  Casa comercial 

Cav-1 (sc-894) Conill 1:200 3 h a 21 °C Santa Cruz Biotechnology 

2ari Conill – 488 Cabra 1:750 1 h a 21 °C Invitrogen 

2ari Ratolí – 594 Cabra 1:100 1 h a 21 °C Invitrogen 

Les imatges del marcatge es van obtenir amb una càmera Olympus DP70 digital camera 

(Japan) acoblada a un microscopi BX41 Olympus. L’anàlisi de les imatges es va portar a 

terme amb el programa ImageJ que permetia delimitar les zones amb marcatge i mesurar la 

seva intensitat. Finalment, els resultats es van normalitzar respecte els valors dels ratolins 

CTR. 

4.3  Anàlisi estadístic 

Els resultats es van expressar com mitjana +/- desviació estàndard obtinguda a partir d’un 

mínim de 3 experiments independents (indicat als peus de figura).  

L’anàlisi estadístic es va realitzar amb el programa SPSS (IBM SPSS Statistics 22). En primer 

lloc, es va determinar la normalitat i homogeneïtat de variància de les dades amb les proves 

de Shapiro-Wilk i Levene, respectivament, i es va procedir amb els testos corresponents. Per 

comparar els nivells de les proteïnes in vitro es va utilitzar el test de T-Student corregint la p 

obtinguda per el nombre de comparacions realitzades, és a dir: p ajustada = 1-(1-p)c) on “p” 

és la significació obtinguda amb el test T-Student, i la “c” representa el nombre de 

comparacions entre grups. En el cas dels anàlisis d’immunofluorescència, els resultats es van 

comparar amb una Anova d’un factor seguida d’un anàlisi post-hoc de Bonferroni quan era 

necessari. Pel que fa a la significació dels nivells sèrics de Cav-1, es va realitzar un anàlisi de 

model lineal mix el qual tenia en compte dos factors, el Grup (CTR, MCAO i MCAO + rt-PA) i 

el Temps (0, 3 i 24 h post-tractament). Per comprovar les associacions es va utilitzar el rang 

de correlació Spearman ja que tot i tenir variables que complien amb la normalitat, la n era 

baixa. El nivell α es va establir a 0,05 per a tots els anàlisis. 
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5.1  Anàlisi de l’efecte a llarg termini de l’rt-PA en un model in vitro de BHE i 

avaluació de proteïnes constitutives per la normalització de la tècnica de 

“Western blot” 

Per tal d’establir les condicions òptimes de cultiu de la línia cel·lular bEnd.3 es van sembrar 

1,7x104 cèl·lules a la part luminal d’inserts de diferents cases comercials (Falcon, Corning i 

Millipore), es van cultivar durant 4 dies i es van sotmetre a 2,5 h de POG. Com es pot 

observar a la figura 5.1, les cèl·lules sembrades en els inserts Falcon van presentar nivells de 

TEER superiors als obtinguts amb els inserts Corning i Millipore. En el cas dels inserts 

Millipore, es van obtenir uns valors de TEER molt inferiors als obtinguts amb els altres 

inserts en els dies DIV3 i 4, on encara no s’havia sotmès les cèl·lules a POG (Fig 5.1 A). Així 

mateix, es va observar un increment dels nivells d’LDH al medi (p=0,002 vs CTR) just al 

finalitzar les 2,5 h de POG i una disminució de l’activitat metabòlica després de 24 i 48 h de 

reoxigenació amb rt-PA (p<0,001 vs CTR i p=0,003 vs CTR, respectivament), en aquests 

mateixos inserts (Figura 5.1 B i C). D’altra banda, es va detectar un increment significatiu de 

la permeabilitat transcel·lular a les 48 h de reoxigenació amb rt-PA (p=0,037 vs CTR) quan 

els inserts utilitzats eren Falcon, i a les 24 i 48 h (p<0,001 vs CTR en els dos temps) quan eren 

Millipore, tot i que cal destacar, que en aquest últim cas les cèl·lules es van desadherir de la 

membrana causant l’increment de la permeabilitat observat (Figura 5.1 D). Davant 

d’aquests resultats, es van seleccionar els inserts de la casa comercial Falcon ja que les 

cèl·lules van formar millors monocapes (valors de TEER més elevats) i el tractament amb rt-

PA en condicions isquèmiques va afectar la viabilitat i l’activitat cel·lular i la permeabilitat 

transcel·lular, requisit essencial per l’optimització del model.  

5.1.1 Efecte de la POG i del tractament amb rt-PA sobre la viabilitat cel·lular i l’activitat 

metabòlica de les cèl·lules bEnd.3 

Un cop establertes les condicions de cultiu, es va procedir amb l’anàlisi dels paràmetres de 

viabilitat, activitat metabòlica i permeabilitat de les cèl·lules bEnd.3 en condicions 

isquèmiques. L’exposició dels cultius a 2,5 h de POG va provocar un increment significatiu 

dels nivells d’LDH al medi fins a les 24 h post-reoxigenació, reflectint una disminució de la 

viabilitat cel·lular (0 i 24 h p<0,001 vs CTR). Quan les cèl·lules sotmeses a POG es van tractar 

amb rt-PA durant la reoxigenació, aquest increment d’LDH es va mantenir significatiu de les 
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48 a les 72 h en comparació amb la condició POG (48 h p=0,035; 72 h p=0,012) i de les 24 a 

les 48 h en comparació amb el grup CTR + rt-PA (24 h p=0,003; 48 h p=0,013) (Figura 5.2 A). 

L’activitat metabòlica de les cèl·lules bEnd.3 va disminuir significativament des de les 0 fins a 

les 72 h post-reoxigenació (0 i 24 h p<0,001; 48 h p=0,023; 72 h p=0,014) i l’administració 

d’rt-PA la va reduir de forma significativa en comparació amb el grup POG a les 72 h 

(p=0,005) (Figura 5.2 B). L’administració d’rt-PA en condicions CTR no va afectar 

significativament a cap de les dues variables (Figura 5.2 A i B). 

 

Figura 5.1| Optimització del cultiu de bEnd.3. Efecte de 2,5 h de POG i/o tractament amb rt-PA 

sobre les cèl·lules bEnd.3 sembrades en inserts de diferents cases comercials (Falcon, Corning i 

Millipore). (A) Anàlisi de la resistència iònica (TEER) al dia in vitro 3, 4 (DIV3, 4) i després de 24 i 48 h 

de reoxigenació. (B) Anàlisi de la viabilitat cel·lular (LDH) després de la POG. (C) Determinació de 

l’activitat metabòlica (MTT) i de (D) la permeabilitat transcel·lular després de la POG i 24 o 48 h de 

reoxigenació amb rt-PA. Les línies situades a 100 representen el valor de la condició CTR. Les dades 

representen la mitjana ± la desviació estàndard de 3 experiments independents; *p<0,05 vs CTR. 
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5.1.2 Efecte de la POG i del tractament amb rt-PA sobre la permeabilitat iònica i 

transcel·lular de les cèl·lules bEnd.3 

La POG combinada amb el tractament amb rt-PA van afectar tant la permeabilitat iònica 

(TEER) com la transcel·lular (FITC-BSA) (Figura 5.2 C i D). D’una banda, les cèl·lules sotmeses 

a POG van patir una disminució significativa de la TEER des de les 24 fins a les 72 h de 

reoxigenació en comparació amb el grup CTR (24 h p<0,001; 48 h p<0,001; 72 h p=0,023). 

L’administració d’rt-PA en condicions CTR també va reduir significativament la TEER en 

comparació amb el grup CTR fins a les 72 h analitzades (24 h p<0,001; 48 h p=0,008; 72 h 

p=0,027). No obstant, no es van observar diferències significatives entre els grups POG i 

POG + rt-PA (Figura 5.2 C). D’altra banda, tant la POG com el tractament amb rt-PA van 

incrementar significativament la permeabilitat transcel·lular de les monocapes de cèl·lules 

bEnd.3 de les 24 a les 72 h post-reoxigenació (POG a 24 h p<0,001, a 48 h p=0,003; a 72 h 

p=0,003; CTR + rt-PA a 24 h p<0,001; a 48 h p=0,037; a 72 h p<0,001). Tot i això, l’increment 

de la permeabilitat transcel·lular va ser significativament superior en el grup POG + rt-PA a 

les 48 i 72 h post-reoxigenació en comparació amb el grup CTR + rt-PA (48 h p=0,002; 72 h 

p<0,001), i de les 24 a les 72 h en comparació amb el grup POG (48 h p=0,002; 72 h p<0,001) 

(Figura 5.2 D).  
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Figura 5.2| Efecte de 2,5 h de POG i/o tractament amb rt-PA sobre les cèl·lules bEnd.3. L’anàlisi de 

(A) l’alliberament d’LDH i (B) de l’activitat metabòlica es va realitzar a les 0, 24, 48 i 72 h de 

reoxigenació, mentre que la determinació de la permeabilitat (C) iònica (TEER) i (D) transcel·lular 

(FITC-BSA) es va dur a terme a les 24, 48 i 72 h de reoxigenació. Les dades representen la mitjana ± la 

desviació estàndard de 3-5 experiments independents; *p<0,05 vs CTR; $ p<0,05 vs CTR + rt-PA; # 

p<0,05 vs POG. 

 

5.1.3 Efecte de la POG i del tractament amb rt-PA sobre els nivells de les proteïnes  

potencialment constitutives β-Actina, α-Tubulina, GAPDH i HPRT en les cèl·lules 

bEnd.3 

Abans de procedir amb l’anàlisi dels nivells de les proteïnes Claudina-5 i ZO-1, es van avaluar 

les proteïnes constitutives β-Actina, α-Tubulina, GAPDH i HPRT per tal de valorar quina 

d’elles era la més estable en les nostres condicions experimentals i utilitzar-la per 

normalitzar els resultats de “Western blot”. Per corregir les possibles diferències entre 

carrils es va utilitzar el marcatge de la proteïna total amb la tecnologia “stain-free” (Veure 

apartat 4.1.6.1) 
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Com es pot observar a la figura 5.3, el marcatge de la proteïna total obtinguda a partir de les 

cèl·lules bEnd.3 va mostrar diferents perfils proteics deguts al procés de POG i la subseqüent 

reoxigenació. Les diferències més remarcables es van observar entre les 3 i les 24 h post-

reoxigenació mentre que a les 72 h els perfils dels grups CTR i POG van ser més similars. Pel 

que fa al tractament amb rt-PA, les possibles diferències entre els grups es trobaven molt 

més atenuades i no es van detectar a simple vista. 

 

Figura 5.3| Imatge representativa de la proteïna total visualitzada amb la tecnologia “Stain-Free”. 

Després de sotmetre les cèl·lules bEnd.3 a 2,5 h de POG i la subseqüent reoxigenació amb o sense rt-

PA, es van carregar 10 μg de lisat cel·lular a cada carril. Les bandes de proteïna eren visibles ja que 

un compost “trihalo” present al gel generava una fluorescència fàcilment detectable.  

Després de 2,5 h de POG i 3, 6, 24 i 72 h de reoxigenació, els nivells de β-Actina, α-Tubulina, 

GAPDH i HPRT de les cèl·lules bEnd.3 van disminuir significativament en comparació amb els 

nivells de la condició CTR (β-Actina: 3 h p=0,05, 6 h p=0,05, 24 h p=0,05, 24 h p=0,034; α-

Tubulina: 3 h p=0,05, 6 h p=0,05, 24 h p=0,043, 24 h p=0,021; GAPDH: 3 h p=0,05, 6 h 

p=0,05, 24 h p=0,05, 24 h p=0,05; HPRT: 3 h p=0,05, 6 h p=0,05, 24 h p=0,05, 24 h p=0,05) 

(Figura 5.4). D’altra banda, el tractament amb rt-PA no va provocar diferencies significatives 

en els nivells de β-Actina, α-Tubulina i HPRT ni en la condició CTR ni en la POG a cap dels 

temps post-reoxigenació analitzats (Figura 5.4 B, C i E). En canvi, els nivells de GAPDH van 
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augmentar significativament amb l’addició de l’rt-PA en condicions CTR a les 3 h de 

reoxigenació (p=0,05 vs CTR) (Figura 5.4 D). 

 

Figura 5.4| Nivells proteics de β-Actina, α-Tubulina, GAPDH i HPRT en les cèl·lules bEnd.3 després 

de 2,5 h de POG i/o tractament amb rt-PA. (A) Els extractes cel·lulars de les 4 condicions 

experimentals estudiades es van analitzar per “Western blot” obtenint els nivells de (B) β-Actina, (C) 

α-Tubulina, (D) GAPDH i (E) HPRT a les 3, 6, 24 i 72 h post-reoxigenació. Posteriorment es van 

quantificar les bandes i es van normalitzar els resultats mitjançant el marcatge de la proteïna total. 

Les dades representen la mitjana ± la desviació estàndard de 3-4 experiments independents. 

*p<0,05 vs CTR; $p<0,05 vs CTR + rt-PA; #p<0,05 vs POG. 
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5.1.4 Efecte de la POG i del tractament amb rt-PA sobre els nivells de les proteïnes 

Claudina-5 i ZO-1 en les cèl·lules bEnd.3 

Els nivells de Claudina-5 no es van veure alterats ni per la POG ni per la presència d’rt-PA a 

cap dels temps analitzats durant la reoxigenació, com tampoc ho van estar els nivells de ZO-

1 24 i 72 h després de la POG en les cèl·lules bEnd.3. No obstant, a les 24 h post-

reoxigenació es va detectar una tendència d’aquesta proteïna a disminuir quan les cèl·lules 

sotmeses a POG també eren tractades amb rt-PA (p=0,154 vs CTR +rt-PA) arribant a ser una 

disminució significativa a les 72 h (p=0,012 vs CTR + rt-PA; p=0,041 vs POG) (Figura 5.5). 

 

Figura 5.5| Efecte de 2,5 h de POG i/o tractament amb rt-PA sobre els nivells de les proteïnes 

Claudina-5 i ZO-1 en les cèl·lules bEnd.3. (A) Imatge representativa de les bandes de ZO-1 i Claudina-

5 obtingudes per “Western blot” després de 24 i 72 h de reoxigenació. (B) Quantificació dels nivells 

de Claudina-5 i ZO-1 de les 4 condicions experimentals estudiades, normalitzats amb els nivells de 

proteïna total. Les dades representen la mitjana ± la desviació estàndard de 3-4 experiments 

independents. *p<0,05 vs CTR; $p<0,05 vs CTR + rt-PA; #p<0,05 vs POG. 
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En l’anàlisi d’immunofluorescència dut a terme a les 72 h post-reoxigenació no es van 

detectar canvis significatius ni en els nivells ni en la distribució de Claudina-5 després de la 

POG i/o tractament amb rt-PA (Figura 5.6 A-B). En canvi, l’expressió de ZO-1 si que va 

disminuir significativament a la membrana plasmàtica de les cèl·lules sotmeses a POG i 

tractades amb rt-PA després de 72 h de reoxigenació (p=0,08 vs CTR +rt-PA; p=0,018 vs 

POG). A més, es va observar una tendència d’aquesta proteïna a incrementar al citoplasma 

de les cèl·lules dels grups CTR + rt-PA, POG i POG + rt-PA (Figura 5.6 C-D) i es va detectar una 

disminució significativa de la proporció entre el marcatge d’aquesta proteïna a la membrana 

i al citoplasma a tots els grups experimentals en comparació amb el CTR (POG p<0,001; CTR 

+rt-PA p=0,01; POG +rt-PA p<0,001) (Figura 5.6 E). 
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Figura 5.6| Anàlisi d’immunofluorescència de Claudina-5 i ZO-1 a les 72 h de reoxigenació en les 

cèl·lules bEnd.3. (A-B) Imatges representatives de la immunoreactivitat de la Claudina-5 i de la ZO-1 

(verd) en les 4 condicions estudiades. Es va utilitzar DAPI per marcar els nuclis cel·lulars (blau). (C-D) 

Els nivells de la membrana i els citoplasmàtics de les dues proteïnes es van quantificar per separat. 

(E) Proporció entre els nivells de ZO-1 de la membrana i els citoplasmàtics. Escala: 20 µm; *p<0,05 vs 

CTR; $p<0,05 vs CTR + rt-PA; #p<0,05 vs POG. 
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L’rt-PA és l’únic fàrmac aprovat per al tractament de l’ictus isquèmic tot i la petita finestra 

terapèutica per aplicar el tractament, deguda al risc de TH associat al fàrmac, motiu per el 

qual només s’aplica a <5-7% dels pacients (Fredriksson et al., 2017). Tal com s’ha comentat, 

l’rt-PA pot afectar a la integritat de la BHE a través de diversos mecanismes com per 

exemple induint l’estrès oxidatiu i les MMPs (Suzuki et al., 2016) però tot i l’àmplia 

bibliografia descrita sobre aquests processos, els mecanismes moleculars implicats encara 

no es coneixen en detall. En aquest sentit, s’ha descrit que les UEs són les principals 

responsables de la integritat estructural de la BHE i diversos estudis han demostrat que la 

seva alteració contribueix a una pèrdua de funcionalitat de la BHE i al conseqüent increment 

de la permeabilitat (Sandoval and Witt, 2008). Així mateix, la Cav-1, una de les principals 

proteïnes reguladores de la transcitosi, s’ha vist involucrada en l’efecte de la isquèmia i l’rt-

PA sobre la BHE tot i que el seu paper en el procés és poc conegut i en alguns casos 

controvertit (Xu et al., 2015). 

En aquesta tesi s’ha posat apunt un model in vitro de BHE per tal d’analitzar els efectes a 

llarg termini de l’rt-PA en condicions de POG sobre variables fisiològiques com la viabilitat 

cel·lular i la permeabilitat, i sobre les proteïnes d’UEs ZO-1 i Claudina-5. Per l’anàlisi dels 

canvis en els nivells de les proteïnes comentades, s’ha utilitzat la tècnica de “Western blot”, 

una tècnica àmpliament utilitzada que requereix una normalització per tal de corregir les 

diferències experimentals com variacions en la concentració de les mostres o errors durant 

la càrrega del gel, i validar els resultats. Per aquest motiu, s’ha realitzat un testatge previ 

d’algunes de les proteïnes constitutives més utilitzades (β-Actina, α-Tubulina, GAPDH i 

HPRT) en les nostres condicions experimentals i degut a que els seus nivells proteics han 

resultat no ser constants, s’ha utilitzat la proteïna total carregada com a mètode de 

normalització. Finalment, s’han analitzat els nivells de Cav-1 en un model in vitro de BHE en 

condicions isquèmiques i administració tardana d’rt-PA amb l’objectiu d’avaluar l’efecte a 

llarg termini de l’administració del fàrmac en condicions d’isquèmia sobre aquesta proteïna. 

Així mateix s’ha utilitzat un model murí in vivo d’isquèmia tromboembòlic in situ amb 

administració tardana d’rt-PA amb l’objectiu d’analitzar els efectes de l’administració d’rt-

PA en condicions d’isquèmia sobre els nivells sèrics i tissulars de la Cav-1 i així aportar més 

informació sobre la possible interacció entre aquestes dues proteïnes en condicions 

isquèmiques. 
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6.1  Model de BHE in vitro: efecte a llarg termini de l’rt-PA i controls 

endògens per la normalització de “Western blot” 

L’ictus isquèmic es pot considerar una condició patològica simple i ben definida basada en la 

interrupció del flux sanguini i el conseqüent dany als teixits afectats. Alhora però, aquesta 

patologia també esdevé enormement complexa i heterogènia degut a la multitud de 

variables que influeixen durant el procés com la duració i la gravetat de la isquèmia, la 

presència o absència de flux colateral, l’estat de la pressió sanguínia, l’edat, el sexe, entre 

moltes d’altres (Sommer, 2017). René Descartes, un gran filòsof i matemàtic, va dir que la 

millor forma de resoldre un problema era dividir-lo en tantes parts com fos possible per 

simplificar-lo i solucionar-lo. En aquest sentit, la simulació d’una isquèmia cerebral en 

models in vitro permet obtenir aproximacions més simples i fàcils d’analitzar degut a un 

major control de variables com el tipus cel·lular analitzat, la durada de la isquèmia i els 

nivells d’oxigen i glucosa durant l’insult, entre d’altres. Aquestes característiques, juntament 

amb que sovint requereixen menys temps i recursos que els models en animals, atorguen 

als models in vitro unes bones prestacions a l’hora d’estudiar els mecanismes biològics 

associats a la isquèmia i realitzar proves preliminars de fàrmacs (Yang et al., 2012).  

Treballs previs han descrit que el manteniment de l’estructura i la integritat de les cèl·lules 

endotelials de la microvasculatura cerebral durant la isquèmia semblen ser punts crítics en 

la funcionalitat de la BHE. És per això que s’ha establert la utilització d’aquest tipus cel·lular 

per analitzar l’afectació d’aquesta estructura en condicions isquèmiques (Naik and Cucullo, 

2012). La utilització de línies endotelials immortalitzades respecte als cultius primaris de 

microvasculatura cerebral simplifica en gran mesura el desenvolupament dels models i 

particularment, la línia cel·lular bEnd.3 és una de les més utilitzades (Brown et al., 2007; 

Camós and Mallolas, 2010; Ku et al., 2016). Les cèl·lules bEnd.3 mantenen les propietats de 

BHE al llarg dels experiments generant monocapes amb permeabilitats baixes i amb 

l’expressió abundant de proteïnes de UEs a la membrana cel·lular (Brown et al., 2007; Li et 

al., 2010; Watanabe et al., 2013). És per això que es va decidir utilitzar aquesta línia cel·lular 

com a model per avaluar els efectes del tractament amb rt-PA sobre la BHE en condicions 

isquèmiques.  
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Fins a on sabem, aquesta tesi inclou el primer estudi que analitza els efectes de l’rt-PA en la 

línia cel·lular bEnd.3 més enllà de 6 h després de la POG. Tant la POG com el tractament 

amb 20 μg/ml d’rt-PA han afectat significativament a la morfologia de les cèl·lules bEnd.3, 

fet que ja ha estat descrit prèviament en la mateixa línia cel·lular (Garraud et al., 2016). De 

forma similar, l’administració d’rt-PA en condicions POG afecta la morfologia de la línia 

cel·lular humana HBMECs (Niego et al., 2012; Freeman et al., 2014).  

Una de les principals diferències entre els estudis que analitzen els efectes de la POG en les 

cèl·lules bEnd.3 és la duració d’aquesta privació. Aquests períodes acostumen a ser des d’1 

o 2 h, simulant un insult isquèmic breu (Hu et al., 2015; Zhang et al., 2016; Feng et al., 2019), 

a períodes de 4, 6 o més hores, representant un insult més llarg (Liu et al., 2016a; Luo et al., 

2016; Song et al., 2016). El període escollit en aquest estudi va ser de 2,5 h de POG ja que 

aquest temps era suficient per causar una afectació a l’activitat metabòlica i a la viabilitat 

cel·lular però sense arribar a provocar una mort cel·lular massiva. D’altra banda, els valors 

de TEER obtinguts només van ser similars als publicats prèviament (entre 20 i 25 Ω·cm2) (Li 

et al., 2010) quan els inserts utilitzant eren de la casa comercial Falcon. 

 Aquest treball ha demostrat que l’efecte citotòxic de la POG sobre la viabilitat cel·lular es 

manté només fins a les 24 h de reoxigenació, a diferència de l’activitat metabòlica que si 

que resta disminuïda com a mínim fins a les 72 h de reoxigenació analitzades. 

Sorprenentment, no hi ha dades publicades referents als efectes de l’rt-PA sobre la viabilitat 

cel·lular en les cèl·lules bEnd.3 i pel que fa a l’activitat metabòlica, només un estudi descriu 

una reducció d’aquesta activitat després d’una POG més llarga que la utilitzada en el nostre 

treball, concretament 6 h de POG més 3 h de reoxigenació amb rt-PA (Kim et al., 2017). En 

aquesta tesi s’ha demostrat que l’rt-PA prolonga les disminucions de la viabilitat cel·lular i 

l’activitat metabòlica causades per una POG de 2,5 h fins a les 72 h de reoxigenació. D’altra 

banda, en condicions no isquèmiques, l’addició d’rt-PA no ha causat cap efecte significatiu 

sobre la viabilitat cel·lular ni tampoc sobre l’activitat metabòlica durant les 72 h de 

reoxigenació analitzades. Aquests resultats van en la línia del que s’ha publicat amb 24 h de 

reoxigenació (Suzuki et al., 2015; Garraud et al., 2016). 

Pel que fa a la permeabilitat, els nostres resultats han demostrat que l’increment de la 

permeabilitat iònica després de 2 h de POG sense reoxigenació prèviament descrit (Cao et 
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al., 2016b) es manté fins les 72 h. En aquest cas, l’addició d’rt-PA ha augmentat la 

permeabilitat iònica de les cèl·lules en condicions CTR però no ha tingut efectes sobre la ja 

incrementada permeabilitat de les cèl·lules sotmeses a POG, a diferència del que s’ha 

descrit en altres articles on es realitzava una POG de 6 h (Hiu et al., 2008; Won et al., 2014). 

Probablement aquesta diferència en la duració de la POG és la causant de la divergència 

detectada. D’altra banda, s’ha detectat un increment significatiu de la permeabilitat 

transcel·lular després de les 2,5 h de POG, el qual s’ha accentuat significativament amb el 

tractament amb rt-PA. Pel que sabem, els efectes que provoca la POG i l’rt-PA sobre la 

permeabilitat transcel·lular de les cèl·lules bEnd.3 no s’han estudiat més enllà de 5 h post-

reoxigenació (Suzuki et al., 2015). Suzuki et al. descriuen que l’addició de 10 µg/mL d’rt-PA 

després de la POG potencia l’increment de la permeabilitat transcel·lular, però en canvi, no 

observen diferències significatives d’aquesta permeabilitat en condicions CTR. En aquesta 

tesi s’ha demostrat que una concentració major d’rt-PA, concretament de 20 µg/mL, si que 

provoca un increment de la permeabilitat transcel·lular en condicions CTR durant les 72 h de 

reoxigenació estudiades, suggerint que són necessàries concentracions d’rt-PA més altes per 

provocar efectes en la permeabilitat de les cèl·lules bEnd.3 en condicions de normòxia. Així 

mateix, s’ha escollit la concentració de 20 µg/mL en base a les observacions de Godfrey et 

al. els quals descriuen concentracions similars d’rt-PA en sang durant el procés de trombòlisi 

(Godfrey et al., 1998). 

Per tal de continuar amb l’estudi dels efectes de la POG i l’rt-PA sobre la barrera formada 

per les cèl·lules bEnd.3 era necessari analitzar el comportament de les principals proteïnes 

d’UEs en aquestes condicions experimentals. Com s’ha comentat a la introducció (Veure 

apartat 1.7), l’elecció de les proteïnes constitutives és un pas clau per obtenir uns resultats 

fiables ja que d’elles depèn corregir els possibles errors de càrrega i les variacions en la 

quantitat de mostra analitzada. En aquest sentit, la utilització del marcatge de la proteïna 

total per normalitzar els resultats representa un mètode de normalització alternatiu al 

mètode tradicional amb proteïnes constitutives. De fet, diversos estudis han demostrat que 

és una millor opció de normalització ja que presenta més sensibilitat, linearitat i evita la 

majoria de problemes associats al marcatge d’una sola proteïna, com la saturació de la 

senyal i la variabilitat deguda a les condicions experimentals (Aldridge et al., 2008; Eaton et 

al., 2013; Gilda and Gomes, 2013; Goasdoue et al., 2016). 
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Les proteïnes β-Actina, α-Tubulina, GAPDH i HPRT són quatre de les proteïnes constitutives 

més utilitzades en diverses condicions experimentals (Gilda and Gomes, 2014; Hu et al., 

2016), incloent condicions isquèmiques tant en models in vivo com in vitro (Mishiro et al., 

2013; Won et al., 2014; Song et al., 2016; Pang et al., 2017). Tot i que diversos estudis les 

utilitzen en condicions isquèmiques sense presentar variacions, en aquesta tesi hem 

demostrat que aquestes 4 proteïnes  no es mantenen estables en les nostres condicions 

experimentals ja que els seus nivells proteics es troben significativament disminuïts a les CEs 

bEnd.3 després de 2,5 h de POG en tot el període estudiat (des de les 3, 6, 24 fins les  72 h 

de reoxigenació). En concordança, altres treballs han observat que precisament la isquèmia 

produeix alteracions en l’expressió d’aquestes proteïnes (Tanaka et al., 2002; Brown and 

Davis, 2005; Ma et al., 2013). En relació a l’Actina, Maneen et al. descriuen una reducció 

dels seus nivells en un model de MCAO en rates i proposen que l’alteració és deguda a 

l’estrès oxidatiu (Maneen et al., 2006). De forma similar, es va detectar una disminució dels 

nivells d’Actina després de sotmetre CEs bovines de vasculatura cerebral a 6 h de POG 

suggerint que el manteniment del citoesquelet d’Actina és dependent d’energia i requereix 

un subministrament constant d’ATP (Brown and Davis, 2005).  

Com en el cas de l’Actina, s’han descrit alteracions en l’expressió i la distribució de l’α- i la β-

Tubulina, proteïnes estructurals importants del citoesquelet, després d’analitzar-les en 

condicions isquèmiques (Minoura, 2016). Concretament, Ma XL et al. demostren una 

disminució significativa de l’expressió d’α-Tubulina després d’1 h en condicions isquèmiques 

i 1 h més de reperfusió en un model de rata (Ma et al., 2013). A més, Kumar K et al. i 

Hatakeyama T et al. també observen una reducció significativa tant dels nivells de Tubulina 

com dels seus nivells d’ARNm després d’un període isquèmic de 10 minuts i una reperfusió 

de 6 i 48 h (Hatakeyama et al., 1988; Kumar et al., 1993).  

Pel que fa al GAPDH, un enzim essencial involucrat en la glucòlisi i per tant en la producció 

energètica (Zhai et al., 2013), Tanaka R et al. descriuen que els nivells de GAPDH varien en 

funció de la zona i el temps post-isquèmic analitzats utilitzant un model in vivo d’isquèmia 

cerebral. Concretament demostren una acumulació nuclear de GAPDH a la zona del nucli 

isquèmic després de 2 h de MCAO que disminuexi a mesura que avançava el temps de 

reperfusió fins a les 48 h (Tanaka et al., 2002).  
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Finalment, l’HPRT és un enzim important relacionat en l’obtenció d’ATP a través d’una via 

d’emergència, i tot i que alguns articles han demostrat en un model in vivo de MCAO 

permanent que la seva expressió es manté constant i per tant, que es podria utilitzar com a 

control constitutiu per l’anàlisi de RT-PCR (Meldgaard et al., 2006; Gubern et al., 2009), 

altres estudis han detectat una disminució dels nivells d’ARNm d’aquesta proteïna en 

condicions isquèmiques (Iizuka, 1994).  

Ara bé, contràriament als nostres resultats, alguns treballs portats a terme en la línia bEnd.3 

presenten nivells inalterats de β-Actina i GADPH després d’una POG. Ni Liu et al. i Song et al. 

exposant les cèl·lules a 2 h de POG sense o amb 6 h de reoxigenació, respectivament (Liu et 

al., 2012a; Song et al., 2016), ni Won et al. en un model de 6 h de POG i 3 de reoxigenació, 

detecten nivells de β-Actina afectats per les condicions experimentals (Won et al., 2014). 

Per altra banda, Liu et al., Yang et al. i Luo et al., mostren nivells inalterats de GAPDH 

després de 6, 9 i 12 h de POG sense o amb 15 i 24 h de reoxigenació respectivament (Liu et 

al., 2016b; Luo et al., 2016; Yang et al., 2019). És probable que aquestes discrepàncies 

puguin estar donades per les diferències metodològiques incloent els temps analitzats i el 

procediment a l’hora de realitzar la POG.  

El marcatge de la proteïna total també ens ha permès detectar un canvi important del patró 

de bandes (perfil proteic) de les cèl·lules bEnd.3 degut a la POG, indicant una alteració en 

l’expressió de proteïnes. En aquest sentit, Andreev et al. descriuen que 1 h de POG altera la 

traducció d’aproximadament 3.000 gens en la línia cel·lular neural PC12 (Andreev et al., 

2015). A més, s’ha demostrat que l’HIF-1 es troba incrementat a les cèl·lules bEnd.3 després 

de 6 h de POG i 18 de reoxigenació (Shin et al., 2016), fet que s’associa amb alteracions del 

perfil proteic com a resultat d’una inducció de gens involucrats en el metabolisme 

anaeròbic, en el transport d’oxigen i en l’angiogènesi (Jögi et al., 2002).  

Tot i les nombroses limitacions, els models in vitro de POG reprodueixen part de la cascada 

d’esdeveniments moleculars que es desencadenen amb la isquèmia cerebral, subratllant la 

subseqüent fallada energètica i alteració metabòlica. Aquestes alteracions inclouen canvis 

en els nivells d’oxigen, en el metabolisme de la glucosa i la dràstica reducció de metabòlits 

energètics com l’ATP, el lactat i la fosfocreatina entre d’altres (Castellanos et al., 2016). Per 

tant, proteïnes involucrades en processos dependents d’energia com l’Actina i la Tubulina, o 
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relacionades amb determinades vies metabòliques per l’obtenció d’ATP com el GAPDH i 

l’HPRT, es veurien alterades tal i com hem demostrat en les nostres condicions 

experimentals. Per tant, es pot concloure que les proteïnes β-Actina, α-Tubulina, GAPDH i 

HPRT no són adequades com a controls de càrrega en les nostres condicions experimentals, 

i tal com ja han descrit alguns estudis, la normalització amb la tecnologia “Stain-Free”, la 

qual permet quantificar la proteïna total carregada a cada carril, representa una alternativa 

fiable per tal de normalitzar els resultats obtinguts per “Western Blot” a més de permetre 

comprovar la validesa de proteïnes potencialment constitutives (Gilda and Gomes, 2013; 

Rivero-Gutiérrez et al., 2014). 

Així doncs, utilitzant la normalització per proteïna total s’han obtingut els nivells de les 

proteïnes d’UEs Claudina-5 i ZO-1 en els diferents grups experimentals. Els efectes de la POG 

i l’rt-PA sobre els nivells d’aquestes dues proteïnes ja han estat estudiats prèviament en les 

cèl·lules bEnd.3 però només fins a les 24 h post-reoxigenació. La idea inicial era establir un 

model in vitro que permetés el testatge de fàrmacs amb efectes més enllà de les 24 h de 

reoxigenació, i tenint en compte que els mecanismes implicats en la disrupció de la BHE 

després d’una isquèmia són processos dinàmics que varien al llarg del temps (Sandoval and 

Witt, 2008), es va decidir ampliar l’anàlisi dels efectes de la POG i de l’rt-PA de les 24 fins a 

les 72 h de reoxigenació.  

S’ha descrit que 2 h de POG indueixen una ràpida translocació de la Claudina-5 cap al 

citoplasma que es recupera després de 24 h de reoxigenació (Liu et al., 2016a). En aquest 

sentit, els nostres resultats afegeixen que de les 24 a les 72 h de reoxigenació els nivells de 

Claudina-5 es mantenen inalterats. A més, s’ha observat que l’rt-PA tampoc afecta a aquesta 

proteïna ja que no s’han detectat canvis significatius deguts a la seva addició. De fet, només 

s’han detectat alteracions en els nivells de la Claudina-5 causats per l’rt-PA després d’un 

període de POG de 6 h (Won et al., 2014). Tot sembla indicar doncs, que es requereix una 

POG més llarga (si més no, més de 2,5 h) per tal de que l’rt-PA pugui provocar alguna 

afectació a la Claudina-5. De forma similar al treball de Luo et al., els quals no observen 

diferències en els nivells de ZO-1 després de 3 h de POG i 24 h de reoxigenació en bEnd.3 

(Luo et al., 2016), s’ha observat que les nostres condicions de POG no produeixen cap 

alteració significativa als nivells de ZO-1. Com en el cas de la Claudina-5, només s’han descrit 
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canvis significatius de ZO-1 després de períodes de POG més llargs (d’entre 4 i 9 h) (Cao et 

al., 2016a, 2016b; Shin et al., 2016; Tan et al., 2017). Ara bé, quan les cèl·lules sotmeses a 

POG s’han tractat amb rt-PA, els nivells de ZO-1 han disminuït significativament després de 

72 h de reoxigenació. Aquest fet no estava prèviament descrit en bEnd.3 però concorda 

amb un treball on observen un comportament similar en CEs humanes (Mishiro et al., 2012). 

Així doncs, a diferència del que s’ha descrit per la Claudina-5, 2,5 h de POG si que semblen 

ser suficients perquè l’rt-PA causi efectes sobre els nivells de ZO-1. Aquest fet apunta a que 

la hiperpermeabilitat detectada després de 72 h de reoxigenació amb rt-PA podria estar 

relacionada amb aquesta disminució dels nivells de ZO-1, la qual ha estat correlacionada 

amb una deficiència en les unions intercel·lulars de les CEs (Romero et al., 2003; Brown et 

al., 2007).  

En conjunt, totes aquestes dades suggereixen que l’rt-PA modifica els paràmetres funcionals 

i els nivells de la proteïna ZO-1 a llarg termini després d’una reoxigenació en la línia bEnd.3, 

afectant en conseqüència a la permeabilitat de la monocapa. Per tant, aquests resultats 

reflecteixen la necessitat de realitzar anàlisis a llarg termini, si més no fins a les 72 h, per tal 

d’estudiar els mecanismes moleculars dependents del temps que es troben associats a la 

disrupció de la BHE, per així poder explorar noves dianes o agents terapèutics destinats a la 

protecció d’aquesta barrera després d’un ictus isquèmic i tractament amb rt-PA. 

6.2  Cav-1 post-isquèmia i administració d’rt-PA in vitro i in vivo 

Com s’ha comentat a l’apartat 1.5.1 de la introducció, s’ha demostrat sobradament que la 

Cav-1 juga papers importants relacionats amb el desenvolupament de la lesió després d’un 

insult isquèmic, i més concretament sobre la disfunció de la BHE. No obstant, els resultats 

obtinguts encara són insuficients i dispersos per poder construir una única hipòtesi sobre el 

seu rol durant la isquèmia ja que existeixen dades contradictòries que tant apunten a un 

paper més aviat protector com pel contrari, perjudicial. A més, els efectes que pot provocar 

l’rt-PA sobre aquesta proteïna en condicions isquèmiques encara són desconeguts.  

Tot i aquesta evident connexió entre la Cav-1 i la isquèmia, ni Liu et al. ni Song et al. mostren 

alteracions dels seus nivells després de 2 h de POG i 2 h de POG i 6 h de reoxigenació, 

respectivament, en la línea bEnd.3 (Liu et al., 2012a; Song et al., 2016). En canvi, en aquest 

treball s’ha observat un increment significatiu dels nivells de Cav-1 a les cèl·lules bEnd.3 
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exposades a 2,5 h de POG des de les 0 fins a les 72 h post-POG analitzades. És probable que 

una de les causes d’aquestes discrepàncies sigui la utilització de protocols de POG diferents 

amb variacions en la concentració d’O2 durant la POG, en la pressió aplicada a les cèl·lules, 

en el flux d’entrada i de sortida, o la utilització de diferents suports a l’hora de cultivar les 

cèl·lules, entre d’altres. De fet, d’acord amb els nostres resultats, s’ha descrit un increment 

de Cav-1 similar en BMECs humanes després de 24 h de POG (Yang et al., 2016). 

En aquesta tesi també s’ha determinat que el tractament amb rt-PA sobre les cèl·lules 

bEnd.3 indueix una disminució significativa dels nivells de Cav-1 que prèviament havien 

augmentat per la POG. En aquest context, només hi ha un treball que hagi estudiat els 

efectes de l’rt-PA sobre CEs en condicions isquèmiques. En aquest estudi, Song et al. 

conclouen que l’rt-PA causa una reducció dels nivells de Cav-1 després de 2 h de POG i 6 h 

de reoxigenació, promovent la seva secreció al medi de cultiu (Song et al., 2016). D’acord 

amb això, els nostres resultats han mostrat una disminució significativa dels nivells de Cav-1 

després de la POG i el tractament amb rt-PA des de les 3 fins a les 72 h de reoxigenació, que 

en canvi, no s’ha produït quan la POG o l’rt-PA s’han aplicat per separat a les cèl·lules. 

Cal destacar també que aquesta tesi és el primer treball que analitza els efectes de la POG i 

l’rt-PA sobre la fosforilació de la Cav-1, mostrant alteracions significatives de la proporció 

entre la pCav-1 i la Cav-1 total. La fosforilació de la Cav-1 a la tirosina 14 modula la formació 

de les caveoles i el seu despreniment de la membrana plasmàtica, dos passos essencials per 

la transcitosi (Li et al., 1996; Lee et al., 2000; Zimnicka et al., 2016). En aquest sentit, Sun et 

al. descriuen que una inducció de la fosforilació de Cav-1 contribueix a la disrupció de la 

barrera endotelial, tot i que cal mencionar que utilitzen un model amb CEs de pulmó. En el 

nostre cas, l’increment significatiu de la proporció pCav-1/Cav-1 coincideix amb l’alta 

permeabilitat transcel·lular detectada a les cèl·lules sotmeses a POG i tractades amb rt-PA a 

les 72 h de reoxigenació, suggerint que els efectes de l’rt-PA en condicions isquèmiques 

poden ser mediats per la fosforilació de Cav-1. 

El nivells de Cav-1 també s’han estudiat en models in vivo de dany cerebral i disfunció de la 

BHE però el seu rol encara no està clar. Alguns treballs descriuen que la deleció del gen de la 

Cav-1 causa un increment del dany isquèmic, donant suport a un possible rol protector 

d’aquesta proteïna en condicions isquèmiques (Sonveaux et al., 2004; Jasmin et al., 2007). A 
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més, s’ha vist que ratolins amb “knockout” de Cav-1 presenten una major activitat de 

MMPs, una disminució dels nivells de proteïnes d’UEs i una permeabilitat de la BHE alterada 

(Gu et al., 2012; Choi et al., 2016). Inversament, altres estudis mostren que la deleció de 

Cav-1 redueix el dany després d’una hemorràgia intracerebral, suggerint que aquesta 

proteïna podria estar empitjorant el desenvolupament post-hemorràgic (Chang et al., 2011). 

En aquesta línia, Nag et al. demostren que la sobreexpressió de Cav-1 es relaciona amb una 

degradació de les proteïnes d’UEs i amb la disrupció de la BHE en un model de rata amb 

dany per fred (Nag et al., 2007). En aquesta tesi s’ha utilitzat un model murí d’isquèmia 

tromboembòlic in situ i administració tardana d‘rt-PA per tal d’analitzar l’efecte d’aquest 

fàrmac sobre els nivells de Caveolina-1 sèrics i tissulars. A més, tot i les diferències evidents 

entre les condicions in vitro i in vivo, el tractament amb rt-PA s’ha dut a terme a temps 

similars en els dos models experimental (2,5 i 3 h després de l’inici de la isquèmia, 

respectivament). 

Els animals sotmesos al model d’MCAO han desenvolupat volums d’infart i hemorràgics 

similars als que s’havien publicat prèviament (Cyrille et al., 2007; García-Yébenes et al., 

2011). L’anàlisi per immunohistofluorescència de la zona infartada ha permès detectar un 

increment significatiu dels nivells de Cav-1 en els ratolins amb MCAO no  tractats amb rt-PA 

en comparació amb els CTR. Aquests resultats concorden amb altres estudis portats a terme 

en diferents models (lligadura, fototrombòtics i dany per fred) on també observen un 

increment de Cav-1 (Jasmin et al., 2007; Nag et al., 2007; Choi et al., 2016; Blochet et al., 

2018), però difereixen dels publicats per Gu et al. i Shen et al. els quals detecten una 

subexpressió de Cav-1 en un model d’MCAO en rates (Shen et al., 2006; Gu et al., 2012). 

D’altra banda, també cal emfatitzar que els resultats del model in vivo concorden amb els 

obtinguts en el model in vitro en les cèl·lules bEnd.3 no tractades amb rt-PA. S’ha descrit 

que la Cav-1 s’expressa a diversos tipus cel·lulars presents a la BHE tot i que els nivells més 

alts de Cav-1 i de caveoles es troben a les CEs, constituint aproximadament un 30% de la 

superfície cel·lular endotelial dels capil·lars (Xu et al., 2015). En el present treball no podem 

descartar que el marcatge de Cav-1 detectat sigui exclusivament a CEs ja que no s’ha 

utilitzat cap marcador endotelial. No obstant, tenint en compte la bibliografia descrita 

(Jasmin et al., 2007) i el marcatge obtingut a nivell dels vasos en les microfotografies 

presentades, és altament probable que la Cav-1 marcada es trobi situada a CEs. En 
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condicions normals, les CEs i els PCs interaccionen amb la làmina basal i les UEs mantenen 

estable l’estructura, però després d’un insult isquèmic aquestes interaccions es desregulen, 

provocant un deteriorament de les CEs i una deformació dels PCs que acaba amb la 

separació d’aquestes cèl·lules. Els PCs poden regular la integritat de la BHE en part gràcies a 

un mecanisme inhibidor que redueix el nombre de caveoles i l’activitat de la transcitosi (Al 

Ahmad et al., 2009). Així doncs, s’ha suggerit que la separació dels PCs podria ser una de les 

causes de l’increment de caveoles i per tant de Cav-1 detectat després d’una isquèmia (Liu 

et al., 2012b). En aquest sentit, s’ha detectat que només els segments vasculars amb 

disfunció de la BHE presenten un increment en la densitat de caveoles (Nag et al., 2007), ja 

que com també es pot observar a les nostres imatges, els vasos de zones no isquèmiques 

mostren una intensitat de marcatge per Cav-1 molt reduïda. D’altra banda, l’increment de 

Cav-1 també podria estar relacionat amb una resposta per generar nous vasos tal com 

suggereixen Jasmin et al. i Blochet et al. tot i que cal tenir en compte que el procés 

d’angiogènesi no s’ha observat abans de les 48 h post-isquèmia i per tant, en el nostre cas 

amb només 24 h de reperfusió, és poc probable que l’increment de Cav-1 estigui relacionat 

amb aquest procés (Jasmin et al., 2007; Blochet et al., 2018). A part d’això, com s’ha descrit 

en l’apartat 1.5, la Cav-1 té la capacitat d’interaccionar físicament amb altres proteïnes com 

la NOS i les MMPs i regular-les gràcies al seu domini CSD. Alguns estudis descriuen que 

aquesta proteïna exerceix un rol protector inhibint la MMP-9 i disminuint la degradació de 

la MEC i de les UEs després d’un insult isquèmic (Song et al., 2007; Gu et al., 2012) i per tant 

suggerim que l’increment observat en aquest treball podria estar relacionat amb una 

resposta neuroprotectora vers l’insult isquèmic. 

Respecte als efectes de l’rt-PA sobre els nivells de Cav-1 in vivo, només un estudi previ ha 

analitzat la immunoreactivitat d’aquesta proteïna en ratolins MCAO tractats amb el fàrmac. 

En aquest estudi descriuen un increment de Cav-1 similar a l’observat en animals MCAO 

sense rt-PA, el qual associen amb un augment de la transcitosi mediada per caveoles a les 

CEs (Chen et al., 2018). Les diferencies evidents entre una línia cel·lular amb un únic tipus 

cel·lular, en aquest cas, endotelial, i la unitat neurovascular, un teixit complex format per 

diversos tipus cel·lulars entre els que s’inclouen a més dels endotelials, astròcits i perícits, 

seria la principal explicació a les diferències detectades entre els resultats in vitro i in vivo 

quan l’rt-PA és administrat. De fet, Blochet C. et al. han demostrat recentment que la MCAO 
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també indueix un increment de Cav-1 en astròcits reactius, reforçant la idea que la Cav-1 

pot estar modulada en diversos tipus cel·lulars (Blochet et al., 2018). 

Pel que fa als nivells sèrics de Cav-1 en models animals d’isquèmia, fins al moment no hi cap 

treball que els hagi estudiat. Un dels resultats més interessants d’aquesta tesi és la 

demostració d’una  correlació positiva entre els nivells de Cav-1 a la zona infartada i al 

sèrum, després de 24 h post-MCAO. El fet que aquesta correlació es perdi en els ratolins 

MCAO tractats amb rt-PA, indica que el fàrmac podria estar alterant els nivells de Cav-1 tal 

com s’ha demostrat en el model in vitro tot i que no hem pogut demostrar diferències 

significatives en els nivells sèrics de Cav-1 entre els dos grups (MCAO vs MCAO + rt-PA).  

A més, els nivells sèrics basals de Cav-1 després de la isquèmia es correlacionen 

positivament amb el volum d’infart en el grup MCAO, i per tant, una anàlisi precoç dels 

nivells de Cav-1 sèrics podria contribuir a una millor predicció del desenvolupament del 

dany isquèmic. De nou, aquesta associació desapareix quan els animals són tractats amb rt-

PA, indicant que la presència del fàrmac podria tenir també efectes en els nivells sèrics de 

Cav-1. Convé ressaltar que tot i haver obtingut resultats molt interessants, aquest treball 

presenta algunes limitacions importants incloent una elevada dificultat de realització del 

model in vivo i conseqüentment una n experimental petita que afebleix l’anàlisi estadístic, 

havent d’interpretar els resultats amb una precaució especial. És evident doncs, que caldria 

ampliar la n en futurs estudis per confirmar els resultats obtinguts.  

Tot i aquestes limitacions, el nostre grup de recerca recentment ha publicat un estudi clínic 

que d’acord amb els nostres resultats, ha detectat un increment dels nivells sèrics de Cav-1 

en pacients isquèmics respecte a controls sans. Curiosament, el subgrup de pacients 

isquèmics tractats amb rt-PA amb TH més severes són els que presenen els nivells basals (en 

el moment de l’ingrés) de Cav-1 significativament més baixos. Això podria suggerir que 

l’increment de Cav-1 com a resposta a la isquèmia juga un paper protector. Considerant que 

l’rt-PA altera aquesta resposta en el model in vitro i possiblement en el model in vivo, es 

podria hipotetitzar que els pacients amb menys capacitat de resposta de la Cav-1 vers una 

isquèmia, seran els més vulnerables als efectes de l’rt-PA. No cal dir però que es 

requereixen més treballs i més evidències per tal de confirmar aquesta hipòtesi i 
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comprendre, amb més profunditat, els mecanismes subjacents a la interacció entre l’rt-PA i 

la Cav-1 i els seus rols durant l’ictus isquèmic. 

6.3  Discussió general 

Tenint en compte l’alta complexitat dels múltiples processos involucrats en el dany de l’ictus 

isquèmic agut, i les limitacions que presenten les opcions terapèutiques disponibles, el 

principal repte es basa en desenvolupar noves estratègies terapèutiques per millorar el 

tractament i pronòstic dels pacients. Vist en perspectiva, tot fa pensar que és necessària una 

aproximació més pleiotròpica dirigida a diversos esdeveniments patològics, a múltiples tipus 

cel·lulars i que tingui en compte el curs temporal del procés isquèmic. En aquest sentit, hi ha 

molta informació publicada descrivint els processos moleculars que es desencadenen a les 

primeres 24 h després d’un insult isquèmic, no obstant, a partir d’aquest temps, la quantitat 

d’informació disminueix dràsticament. Així doncs, el desenvolupament de models 

experimentals que permetin l’anàlisi dels efectes de la isquèmia i del tractament amb rt-PA 

a més a llarg termini són imprescindibles per estudiar possibles millores del tractament de 

l’ictus isquèmic. 

Durant els últims vint anys, l’evolució dels models isquèmics in vitro i in vivo ha suposat un 

gran avenç en la recerca d’aquesta patologia ja que ha permès endinsar-nos de forma molt 

més exhaustiva, en l’enorme complexitat que representa l’ictus isquèmic a nivell cel·lular i 

molecular. El model in vitro utilitzat en aquesta tesi ha permès obtenir uns resultats que 

confirmen la implicació de l’rt-PA en l’afectació a llarg termini de la integritat i permeabilitat 

de la BHE durant la simulació d’un ictus isquèmic i la posterior reoxigenació. Cal remarcar 

també que és de gran importància determinar prèviament els controls endògens en funció 

de les condicions experimentals analitzades ja que és un pas clau per a la posterior validació 

i interpretació dels resultats. Concretament, en aquest treball, utilitzant la proteïna total 

com a mètode de normalització, s’ha demostrat que proteïnes constitutives àmpliament 

utilitzades en molts treballs, no es mantenen constants en les condicions experimentals de 

POG i tractament amb rt-PA. Igualment, s’ha demostrat un increment de Cav-1 degut a la 

isquèmia tant in vivo com in vitro, on a més, en aquest últim model s’ha descrit que els 

nivells de Cav-1 disminueixen quan s’addiciona rt-PA durant la reoxigenació de les cèl·lules 

bEnd.3. En el model in vivo, s’ha detectat una correlació entre els nivells sèrics basals de 
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Cav-1 i el volum d’infart, suggerint un possible rol d’aquesta proteïna com a biomarcador de 

dany isquèmic. Així mateix, si bé no s’ha pogut demostrar un efecte significatiu de l’rt-PA 

sobre els nivells de Cav-1 en el teixit infartat ni en el sèrum, s’ha detectat una tendència a 

disminuir dels nivells de Cav-1 sèrics en els animals tractats amb rt-PA que, juntament amb 

el fet que les correlacions observades entre els nivells de Cav-1 sèrics i tissulars, i entre els 

nivells sèrics basals de Cav-1 i el volum d’infart, es perdin, apuntaria a un efecte del fàrmac 

sobre aquesta proteïna. Resulta evident doncs, que la futura dilucidació dels efectes in vivo 

de l’rt-PA sobre la Cav-1, és essencial per aprofundir en seu el potencial com a biomarcador 

del dany isquèmic i com a diana terapèutica neuroprotectora o fins i tot neuroreparadora. 

Tot i això, s’ha de tenir en compte que la controvèrsia sobre aquesta proteïna en condicions 

isquèmiques no està resolta i encara no s’ha definit completament el seu rol, presentant 

discordances entre els que li atorguen un caràcter protector o perjudicial. Part d’aquesta 

controvèrsia podria derivar de les múltiples, i en ocasions oposades, funcions que juga 

aquesta proteïna. De fet, tot i que la Cav-1 pot inhibir l’activitat de diversos enzims, les 

caveoles poden actuar com a plataformes que faciliten la compartimentació de receptors de 

membrana amb els seus lligands corresponents, induint així l’activació i amplificació de 

cascades de senyalització (Van Deurs et al., 2003), procés conegut com “la paradoxa 

caveolar” (Feron and Kelly, 2001). Per tant, aquest caràcter pleiotròpic de la Cav-1 podria 

representar alhora un avantatge i un inconvenient durant el desenvolupament d’una 

hipotètica teràpia per la isquèmia. Per una banda, simplement amb la modulació de la Cav-1 

s’estaria intervenint paral·lelament en diversos mecanismes moleculars, augmentant 

exponencialment, d’altra banda, la dificultat per controlar totes les alteracions ocasionades. 

En conjunt, els resultats presentats en aquesta tesi confirmen i amplien el coneixement 

aportat per estudis publicats prèviament sobre els efectes de l’rt-PA en condicions 

isquèmiques, reforçant la idea que l’rt-PA és un fàrmac que pot intervenir en diversos 

processos cel·lulars i moleculars alterant així a una gran quantitat de proteïnes com és el cas 

de la ZO-1 i la Cav-1. Degut al potencial terapèutic que presenta la Cav-1, aquesta tesi obre 

una nova línia de recerca enfocada en descobrir i desenvolupar noves estratègies que 

permetin tant intervenir directament sobre la regulació de la Cav-1 per reduir els efectes 

nocius de la isquèmia i millorar el pronòstic dels pacients, com aprofitar el seu potencial 
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com a biomarcador per així aplicar un tractament més personalitzat en funció dels seus 

nivells. 
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Els resultats obtinguts en aquesta tesi han permès extreure les següents conclusions: 

7.1 Dues hores i mitja de privació d’oxigen i glucosa són adequades per generar unes 

condicions isquèmiques a les cèl·lules bEnd.3 que, mitjançant la utilització d’inserts 

Falcon, han permès analitzar els efectes del tractament amb rt-PA fins a les 72 hores 

de reoxigenació. 

7.2 La privació d’oxigen i glucosa ha provocat una alteració en els nivells de les proteïnes 

β-Actina, α-Tubulina, GAPDH i HPRT en les cèl·lules bEnd.3, fet que indica que no són 

adequades com a controls de càrrega per realitzar la normalització dels nivells de les 

proteïnes d’interès obtinguts per la tècnica de “Western blot”. 

7.3 El tractament amb rt-PA ha causat una disminució dels nivells de la proteïna ZO-1 

només a les cèl·lules bEnd.3 sotmeses a privació d’oxigen i glucosa i reoxigenades 

durant 72 hores. D’altra banda, no s’han detectat alteracions significatives sobre els 

nivells ni la localització cel·lular de la Claudina-5 indicant que possiblement sigui 

necessari un insult isquèmic superior a dues hores i mitja. 

7.4 La privació d’oxigen i glucosa ha causat un increment significatiu dels nivells de la 

proteïna Caveolina-1 a les cèl·lules bEnd.3 des de les 0 fins a les 72 hores de 

reoxigenació mentre que el tractament amb rt-PA ha provocat una disminució dels 

nivells d’aquesta proteïna. 

7.5 A les 72 hores de reoxigenació, la privació d’oxigen i glucosa ha disminuït la 

proporció de Caveolina-1 fosforilada respecte la Caveolina-1 total mentre que el 

tractament amb rt-PA ha incrementat aquesta proporció significativament. Aquest 

fet podria explicar l’increment de la permeabilitat detectat quan les cèl·lules són 

tractades amb rt-PA. 

7.6 L’administració tardana de l’rt-PA no ha causat efectes sobre el volum d’infart i 

hemorràgic generat per l’oclusió de l’artèria cerebral mitjana en el model 

tromboembòlic in situ a les 24 hores post-oclusió. No obstant si que s’ha detectat un 

increment significatiu de l’edema degut al fàrmac. 

7.7 L’oclusió de l’artèria cerebral mitjana ha provocat un increment dels nivells de 

Caveolina-1 al teixit infartat a les 24 hores però no s’han detectat efectes sobre els 
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nivells sèrics de la proteïna a les 0, 3 i 24 hores de reperfusió. D’altra banda, el 

tractament amb rt-PA no ha afectat significativament els nivells de Caveolina-1 del 

teixit infartat ni als nivells sèrics de la proteïna com a mínim fins a les 24 hores post-

oclusió. 

7.8 Els nivells proteics de Caveolina-1 en el teixit infartat han correlacionat positivament 

amb els nivells sèrics de la proteïna a les 24 hores post-oclusió de l’artèria cerebral 

mitjana en els animals no tractats amb rt-PA. D’altra banda, els nivells sèrics de 

Caveolina-1 després de 3 hores d’oclusió correlacionen positivament amb el volum 

d’infart dels animals no tractats amb rt-PA, suggerint la possibilitat d’utilitzar 

aquesta proteïna com a biomarcador de dany isquèmic. 

7.9 Si bé no s’ha detectat que el tractament amb rt-PA provoqui diferències significatives 

sobre els nivells sèrics i tissulars de Caveolina-1, el fet que les correlacions 

esmentades es perdin en presència del fàrmac indica que possiblement l’rt-PA està 

interferint en els nivells de Caveolina-1 post-oclusió. 
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