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Ab                            anticós  

ATDPC                    cèl·lules progenitores derivades de teixit adipós 

ATCC             de l'anglès american type culture collection 

BLI                           bioluminescència 
CAD                         cèl·lules adultes diferenciades 

cADN                       àcid desoxiribonucleic complementari 
CD                            grup de diferenciació                     
CMA                         cèl·lules mare adultes 
CME                         cèl·lules mare embrionàries 

CMV                         cytomegalovirus 

CT    tomografia computeritzada (de l'anglès Computed 

                                 tomography)    

hcTnI                        troponina I cardíaca humana 

Cx-43                        connexina-43 
Cy5                           cianina 5  

CZN              coelenterazina 

DBM              matriu d’os desmineralitzada (de l'anglès Demineralized  

                                 bone matrix) 

DMEM             medi modificat amb alta glucosa (de l'anglès Dulbecco’s 

                                 modified eagle media-high glucose) 

ADN                         àcid desoxiribonucleic 
eGFP                       proteïna verda fluorescent optimitzada per mamífers 

ET                            enginyeria tissular 

FACS    separació de cèl·lules activada per fluorescència  

   (de l'anglès Fluorescence-activated cell sorting) 

FITC                         isotiocianat de fluoresceïna 

GAPDH                    gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa 
HBSS                       solució salina equilibrada de Hanks 

hcTnIp                     promotor humà de la troponina I cardíaca 
HEPES                     àcid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetansulfònic 

HRE-12p                  promotor amb 12 repeticions d’elements de resposta a la     

                                 hipòxia 

hPECAM-1p            promotor humà de l'anglès platelet/endothelial cell  
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                              adhesion molecule 

hOCp                     promotor humà de l’osteocalcina 
IM                           infart agut de miocardi 

IP                            intraperitoneal 
LTR                        repetició terminal llarga (de l'anglès Long terminal repeat) 

mRFP                     proteïna vermella fluorescent monomèrica 

MRI            imatge de ressonància magnètica 

mARN                    àcid ribonucleic missatger  
Nef            gen que facilita la infecció en les cèl·lules quiescents i  

                               augmenta la infectivitat dels virions  

OC                          osteocalcina 

O/N                         de l'anglès overnight 
PBS                        solució amortidora de fosfat  

PECAM-1               de l'anglès platelet/endothelial cell adhesion molecule 
PFA                         paraformaldehid 

PHC   contatge total de fotons (de l'anglès Photon counts)  

PLuc                        photinus pyralis luciferasa 

Pol� � � gen que�codifica per enzims de la transcripció reversa 

P/S                           penicil·lina/estreptomicina 
RLuc                       renilla reniformis luciferasa 

PCR a temps real   reacció en cadena de la polimerasa amb transcripció        

                                 reversa 

Rev    gen que regula el transport de l’ARN  

SBF                         sèrum boví fetal 

SIN    autoinactivador (de l'anglès Self-inactivating) 

SCID    immunodeficiència combinada greu (de l'anglés Sever

    combined immunodeficiency) 

SPECT            CT d’emissió d’un sol fotó 

TBS                       solució salina amortidora de tris  

Tris                       tris(hidroximetil)aminoetà  

TEMED             N,N,N′,N′-tetrametiletilendiamina 

UCBMSC                 cèl·lules mesenquimals derivades de sang de cordó  

                                 umbilical  
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Vif             gen que afecta la infectivitat de les partícules víriques 

VIH             virus de la immunodeficiència humana 

Vpr             gen encarregat de la localització nuclear 

Vpu             gen que codifica per les proteïnes de membrana integrals i

              promociona l’alliberació dels virions 
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1. PROBLEMÀTICA TERAPÈUTICA ACTUAL 

 

La pèrdua o mal funcionament d’un òrgan o teixit és un dels problemes més 

freqüents i costosos de la sanitat humana. La despesa derivada del 

manteniment, millora o substitució d’un òrgan danyat segueix essent una gran 

carga per a la sanitat, estimada en un total de 300 mil milions de dollars per 

any1. Per tal de fer-se una idea de la rellevància del problema, només cal 

recordar que la pèrdua o mal funcionament d’un teixit pot ser causat per 

diferents patologies, com traumes per accident o per diverses malalties 

infeccioses (hepatitis C), congènites (atelèctasi pulmonar), hereditàries (fibrosis 

quística), autoimmunes (diabetis miellitus), neurodegeneratives (Parkinson),2 

etc. La incidència pel que fa al número d’afectats és molt elevada, així com la 

gravetat en molts dels casos. Només la diabetis afecta a uns 135 milions de 

persones en el mon i causa la mort de 3 milions de persones per any, amb una 

predicció de 300 milions d’afectats a l’any 2025 segons la Organització Mundial 

de la Salut3. 

La necessitat de substituir, reemplaçar o reparar teixits degut a malalties o 

traumes, esdevé una necessitat present i de futur. Les teràpies clíniques que es 

duen a terme per tal de substituir un teixit no funcional són les que es mostren 

breument a continuació, amb les seves característiques, avantatges i 

desavantatges: 

 

1. Al·lotrasplantament: Consisteix en la substitució de l’òrgan malalt per un 

de sa provinent d’un donant. L’any 1954 es va realitzar el primer 

al·lotrasplantament d’òrgan amb èxit, a partir del trasplantament de 

ronyó dut a terme pel Dr. Joseph Murray de l’hospital Brigham de Boston 

4. Avui en dia, la millora en la tècnica permet realitzar 

al·lotrasplantaments en la majoria d’òrgans i teixits, el que es tradueix 

amb un augment en l’esperança de vida d’aquelles persones que 

presenten greus disfuncionalitats. Per exemple, per cada trasplantament 

de fetge, el pacient receptor guanya una mitjana de 16,1 anys mes de 

vida, mentre que pel cor, el guany mig de vida es situa en 14,5 anys. 

D’altra banda, el trasplantament doble de ronyó i pàncrees, considerat 
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vital pels pacients diabètics sotmesos a diàlisis, suposa un promig de 

12,9 anys de vida guanyats, el de ronyó 7,2 anys i el de pulmó 2,1 anys 

3. Com es desprèn de les dades, l’èxit de la tècnica està plenament 

contrastada, no obstant, presenta a priori dos inconvenients importants. 

En primer lloc, la necessitat d’administració d’immunosupressors de per 

vida al pacient (ciclosporina, FK506 i rapamicina). En segon lloc, la 

tràgica descompensació entre la oferta i la demanda, dada evidenciada 

el 2008 en Eurotransplant Annual Report. Actualment, es calcula que 

cada dia 12 europeus moren esperant un trasplant. Les dades del 

Registre Mundial de Trasplants, revelen que les donacions dins la UE 

(amb una tassa de 18,1 donants p.m.p.) el 2008 només varen permetre 

cobrir el 46% de les necessitats de trasplants de la població.  

 

2. Autotrasplantaments: Representa l’extracció d’una part de teixit del propi 

pacient per trasplantar-lo en el teixit danyat. A diferència dels 

al·lotrasplantaments, elimina la necessitat de l’administració 

d’immunosupressors al pacient i l’espera d’un donant. Pel que fa a les 

proves clíniques realitzades fins el moment, els resultats són 

esperançadors, tot i que no suficients per tal de ser considerada una 

tècnica plenament satisfactòria. L’inconvenient més important és la 

impossibilitat de realitzar la tècnica en aquells pacients que no presenten 

suficient teixit sa per a ser reimplantat. Aquesta circumstància es dóna 

en la majoria de casos2, ja que es necessiten quantitats elevades de 

teixit sa per substituir el teixit no funcional.  

 

3. Xenotrasplantaments: Consisteix en l’extracció d’un teixit o òrgan d’un 

animal, per a ser trasplantat en un humà. Es tracta doncs, d’una tècnica 

que eliminaria el problema de la descompensació entre la oferta i la 

demanda present en els al·lotrasplants, però no solucionaria el problema 

de rebuig del sistema immunitari. Avui dia, s’està intentant crear animals 

transgènics humanitzats per a xenotrasplantaments, mitjançant la 

manipulació genètica dels gens dels antígens majors 

d’histocompatibilitat, que evitaria el rebuig immunitari5. No obstant, la 
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tècnica presenta encara certes carències, tan científiques com ètiques, 

juntament a la possibilitat de transmissió d’agents patògens animals als 

humans (salt d’espècie). 

 

4. Trasplantaments de materials biomimètics. Es basa en la implantació de 

materials no biològics per substituir teixits no sans en humans, que 

intenten reproduir les característiques funcionals dels teixits sans. 

Alguns exemples són els cors artificials6, les vàlvules de cor7, les pròtesi 

de meluc8 i els implants de pit9. Les proves clíniques en humans han 

representat un impacte positiu en els darrers anys. No obstant, els 

materials utilitzats estan subjectes a fractures, toxicitat i desgast i en cap 

cas es remodelen en el temps. Un clar exemple d’aquesta incapacitat de 

remodelació són els implants de metall per substituir ossos en pacients 

d’edats infantils i juvenils, els quals hauran de patir una revisió continua 

de l'implant per corregir la descompensació produida pel seu 

desenvolupament. En conseqüència, es pot afirmar que la tècnica no 

presenta una substitució del tot efectiva, ja que el material trasplantat no 

presenta les mateixes característiques funcionals i estructurals que els 

teixits a substituir.  

 

A la vista de les tècniques clàssiques esmentades es dedueix que encara 

existeixen grans limitacions per tal d’assegurar una substitució totalment 

satisfactòria d’un teixit danyat. Aquest fet fa que siguin necessàries noves 

teràpies que superin les carències observades en les teràpies clíniques actuals. 

Les noves teràpies haurien d’evitar recórrer a teixits de donants humans i evitar 

el trasplantament de grans quantitats de teixit sa, que no farien més que 

empitjorar la situació del malat. Finalment, la nova teràpia hauria d’aportar una 

millora considerable en la qualitat de vida del pacient, el que significa la 

substitució del teixit o òrgan danyat per un altre, ja sigui biològic o no, que 

presenti les mateixes característiques estructurals i funcionals del teixit sa, amb 

la remodelació del mateix a mesura que la persona es va desenvolupant. 

Davant aquest repte, apareix una nova aproximació terapèutica que busca 
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solucionar les deficiències observades en les teràpies actuals de reparació de 

teixits i que es coneix com enginyeria tissular.  

 

2 L’ENGINYERIA TISSULAR. 

�

2.1 DEFINICIÓ D’ENGINYERIA TISSULAR (ET) 

 

El terme ET fou definit en el primer congrés de la “National Science 

Foundation” el 1988 com “l’aplicació dels principis i mètodes de l’enginyeria i 

les ciències de la vida per al coneixement de la relació entre estructura-funció 

en teixits humans i sans i el desenvolupament de substituts biològics per a la 

reparació o regeneració de les funcions de teixits i òrgans”10. Més tard, Langer i 

Vacanti el 1993, acabaren de concretar la definició d’ET com “un emergent i 

interdisciplinari camp que aplica els principis de la biologia i l’enginyeria per al 

desenvolupament de substituts viables per restaurar, mantenir i millorar el 

funcionament de teixits humans”. 

Tot i que la primera definició d’ET no apareix fins el 1988, a principis dels 80 ja 

es realitzaven investigacions que entrarien dins la definició d’ET. Aquest és el 

cas de Bell et al, qui el 1981 ja investigava amb la possibilitat de reconstruir 

teixits humans vius11, a partir del cultiu i expansió in vitro de cèl·lules epitelials 

per al posterior trasplantament en pacients amb cremades. No obstant, no va 

ser fins els anys 90 que  l’ET es va desenvolupar ràpidament i es van començar 

a investigar en substituts biològics per a diferents teixits humans. D’aquesta 

manera la indústria de l’ET ha anat creixent, fins a destinar-se actualment 6 mil 

milions de dòlars en recerca i desenvolupament en tot el món, segons dades 

publicades per MedMarket Diligences12. 

En definitiva, l’ET neix de la necessitat de solucionar les deficiències 

observades en les tècniques clàssiques de reparació de teixits. L’ET uneix 

l’experiència guanyada en diferents camps, com la biologia cel·lular, la 

bioquímica, la biologia molecular, l’enginyeria bioquímica i biomecànica i la 

terapèutica humana, pel desenvolupament de teixits que millorin, restaurin o 

mantinguin les funcions pròpies de teixits no funcionals 
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2.2. ESTRATÈGIES TERAPÈUTIQUES  

 

Les estratègies terapèutiques que s’utilitzen en ET es poden resumir en tres 

grups (Fig. 1) que es descriuen a continuació. La utilització d’una o altra 

dependrà del teixit que es tracti, així com del grau i tipus de lesió que 

presentin13.  

�

Figura 1. Representació de les diferents estratègies terapèutiques en l’ET 
(adaptat de http://www.springerimages.com). 

 
 

1. Implantació de cèl·lules directament aïllades o aïllades i cultivades. Les 

cèl·lules individuals o petits agregats cel·lulars del pacient o d’un donant 

són injectats en el teixit danyat. En alguns casos, prèviament a la 

injecció, les cèl·lules són cultivades in vitro. 

2. Regeneració de teixit in situ. Un polímer o estructura de suport és 

directament implantat en el teixit danyat per tal que les pròpies cèl·lules 

del pacient promoguin la reparació. 

3. Implantació de teixit generat in vitro a partir de cèl·lules i estructures de 

suport. Consisteix en la implantació d’un teixit tridimensional format per 

una estructura de suport amb cèl·lules del propi pacient o d’un donant en 
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el teixit danyat. De la mateixa manera que en el primer dels casos, les 

cèl·lules que s’inclouen en el polímer, poden ser implantades 

directament amb el polímer en el teixit danyat, o bé cultivades 

prèviament amb el polímer.  

 

En qualsevol de les estratègies descrites es poden utilitzar agents inductors, 

com per exemple factors bioquímics i físics estimuladors de la proliferació i 

diferenciació cel·lular.  

 

2.3 EINES DE L'ET 

 

Per a la creació d’un nou teixit, amb les mateixes característiques estructurals i 

funcionals que el teixit a substituir, és necessari utilitzar els components bàsics 

que de forma conjunta realitzen les funcions pròpies de tot teixit. Així doncs, les 

cèl·lules, polímers i agents inductors seran les eines o components més 

importants en l'ET. L’aplicació de les mateixes no sempre serà necessària i 

dependrà de la capacitat de regeneració espontània del teixit i del grau de lesió.  

 

2.3.1 Les cèl·lules 

 

La font cel·lular per ET són molt diverses, i segons els casos, es pot disposar 

de cèl·lules autòl·logues del propi pacient, cèl·lules al·logèniques d’un donant i 

xenogèniques d’una altra espècie. A la vegada, aquestes poden ser cèl·lules 

adultes diferenciades, cèl·lules adultes no diferenciades (cèl·lules mare adultes) 

i cèl·lules embrionàries (cèl·lules mare embrionàries). Entre els criteris de 

selecció de la font cel·lular s'ha de considerar la possibilitat de que puguin 

donar lloc a alguna reacció immunològica al pacient o puguin estar 

contaminades per patògens, el que podria descartar les al·logèniques i 

xenogèniques. Tot i no ser considerades com a cèl·lules aptes per a la 

completa regeneració de teixits, les cèl·lules xenogèniques, també poden 

presentar possibilitats en tractaments temporals. Un clar exemple són els 

estudis realitzats amb cèl·lules de fetge (hepatòcits) provinents de porc, i la 
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seva aplicació en malalts a l’espera d’un al·lotrasplantament de fetge. Els 

hepatòcits de porc realitzen les funcions del fetge danyat mitjançant la 

recirculació de la sang del malalt en un bioreactor extern on es troben14. El 

resultat és una tècnica d’ET que permet una millor mimetització de les funcions 

del fetge de les que pot prestar un equip de diàlisi i l’eliminació de possibles 

agents patògens a partir de la filtració de la sang reciclada pel bioreactor.  

Altres criteris de selecció de la font cel·lular són l’accessibilitat, el nombre de 

cèl·lules totals que es poden obtenir, la seva capacitat de dividir-se in vitro, així 

com la seva plasticitat per donar lloc a les característiques funcionals pròpies 

del teixit diana.  

 

Cèl·lules autòlogues adultes diferenciades (CAD) 

 

La utilització de CADs, les quals ja estan programades per realitzar les funcions 

pròpies del teixit d'interés, pot semblar inicialment una bona opció per a la 

regeneració. Aquesta opció presenta certes limitacions, com són la seva 

accessibilitat i la seva capacitat de 

dividir-se in vitro sense perdre les 

característiques funcionals pròpies. 

Pel que fa a la seva accessibilitat, 

és difícil concebre, per exemple, la 

utilització de cèl·lules del cor 

(miocardiocits) per a la regeneració 

de lesions en teixit cardíac, per les 

pròpies repercussions en la salut 

del malalt. Contràriament, hi ha 

lesions en altres teixits que no 

presenten problemes 

d’accessibilitat i permeten aplicar 

CAD. És el cas de lesions en el teixit cartilaginós, on l’extracció de cèl·lules del 

cartílag hialí (condrocits) és possible mitjançant una artroscòpia i les 

repercussions per la salut del malalt són mínimes (Fig. 2)15. 

Figura 2. Representació del trasplant de 
cèl·lules autòlogues del cartílag. (J. Farr, 2005)  
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La capacitat de dividir-se in vitro sense perdre les característiques funcionals 

pròpies, dependrà del teixit d’origen. Les cèl·lules parenquimals, segons el 

criteri de divisió in vitro, es classifiquen en: 

 

1. Cèl·lules de divisió làbil: Amb elevada capacitat de divisió in vitro (p.ex: 

teixit epitelial) 

2. Cèl·lules estables: Amb baixa capacitat de divisió in vitro però amb 

capacitat d’estimulació (p.ex: teixit connectiu i ós) 

3. Cèl·lules permanents : No es divideixen in vitro. (p.ex: teixit muscular) 

 

 

La utilització de cèl·lules autòl·logues diferenciades queda determinada perquè 

presentin una bona accessibilitat, així com una alta capacitat de dividir-se in 

vitro mantenint les característiques funcionals pròpies. Un exemple de 

regeneració de teixit a partir de cèl·lules autòl·logues adultes és la practicada 

en la regeneració de teixit epitelial. Mitjançant una petita biòpsia de teixit 

epitelial sa del pacient es cultiven i expandeixen in vitro els queratinocits 

autòl·legs diferenciats del malalt, per a la seva implantació posterior en la zona 

lesionada del pacient16.  

Malauradament, de forma freqüent no es disposa d'una font de CAD assequible 

i expandible, pel que es va començar a investigar la utilització de cèl·lules mare 

embrionàries i  cèl·lules mare adultes. 

 

Cèl·lules mare embrionàries (CME) 

 

Les CME són cèl·lules que deriven de la massa interna de l’embrió en estadi de 

blastocit (7-14 dies). Són cèl·lules pluripotencials, és a dir, tenen la capacitat de 

diferenciar-se cap a les tres principals línies germinals; ectoderm, endoderm i 

mesoderm. Poden donar lloc a qualsevol dels més de 200 tipus cel·lulars 

existents en el cos humà17 (Fig. 3). La seva pluripotencialitat va quedar 

demostrada quan CME van ser injectades en ratolins immunodeprimits que van 

generar teratomes benignes que contenien cèl·lules de les tres capes 

germinals18.  



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������+�%�*�'))+1�
�
�

� �.

�

Figura 3. Pluripotencialitat de les CME (adaptat de Benjamin Cummings ©  2010 
Pearson Education, Inc i http://www.stemcellresearchfoundation.org.)  
 
 
Una altra característica d’aquestes cèl·lules és que es poden cultivar in vitro i 

tenen una elevada capacitat de proliferació. Aquestes cèl·lules presenten un 

seguit de desavantatges. En primer lloc, les CME tendeixen a formar 

teratomes, tot i que una possible solució és la que suggereixen Murry i 

Laflamme mitjançant una selecció genètica per tal d’evitar-ne la formació19. En 

segon lloc, les CME presenten rebuig immunitari ja que s’han d’aplicar de forma 

heteròloga20. Per tal de superar-lo, Odorico i col·laboradors21 proposen tres 

estratègies de manipulació genètica. La primera possibilitat seria manipular 

genèticament els gens dels antígens majors d’histocompatibilitat per produir 

línies de cèl·lules mare embrionàries humanes universals. La segona 

possibilitat seria reprogramar el nucli per mitjà d’una transferència nuclear per 

generar una font de cèl·lules embrionàries humanes autòl·logues i per últim es 
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proposa la inducció d’immunotolerància mitjançant el trasplantament de 

precursors hematopoètics derivats de les cèl·lules mare embrionàries humanes 

i establir així un quimerisme al moll de l’ós. 

La utilització de cèl·lules mare embrionàries presenta avui dia problemes ètics i 

legals addicionals. Cal esmentar que el 2004 es va aprovar a Espanya el Reial 

Decret 2132/2004 que permet l’ús per a la investigació de cèl·lules mare 

embrionàries humanes a partir de preembrions congelats sobrants dels 

processos de fecundació in vitro.  

 

Cèl·lules mare adultes (CMA) 

 

Les CMA són cèl·lules indiferenciades que es troben en els teixits de tot 

mamífer adult22. La seva funció és la de proveir el cos de la necessitat de 

cèl·lules especialitzades mitjançant la corresponent diferenciació. Tot i que 

inicialment es pensava que les CMA només podien donar lloc o diferenciar-se 

cap a una línia cel·lular particular, actualment s’ha demostrat que moltes de les 

CMA que es troben en els diferents teixits, tenen la capacitat de diferenciar-se 

en més d’un tipus cel·lular diferent al llinatge característic del teixit en el que 

resideixen (Fig. 4). A diferència de les CME, les CMA no poden donar lloc a 

tots els tipus cel·lulars, pel que reben el nom de multipotents. Un tipus de CMA 

multipotent són les cèl·lules mare mesenquimals que es troben en pràcticament 

tots els teixits. Com a exemple, en trobem en teixit adipós23, periostium24, 25, 

membrana sinovial26, múscul esquelètic27, dermis28, sang 29, moll de l’ós30 i ós 

trabecular31, 32, i es poden diferenciar en condròcits, osteoblasts, adipòcits, i 

molts altres tipus cel·lulars.  
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Figura 4. Origen i multipotencialitat de les CMA mesenquimals (adaptat de César 
Nombela-Arrieta., 2011).  
 

 

No formen teratomes, no indueixen rebuig immune al ser extretes del propi 

pacient, i no existeixen repercussions ètiques ni legals. A la vegada, poden 

donar lloc a un gran nombre de tipus cel·lulars amb les mateixes 

característiques estructurals i funcionals que les cèl·lules del teixit sa a 

regenerar.  

Inicialment, les CMA derivades del moll de l’ós han estat les més utilitzades i 

estudiades com a font cel·lular per a la regeneració de teixits33, 30, 34/�No obstant, 

estudis recents han demostrat que les CMA mesenquimals derivades de teixit 

adipós (ATDPCs, de l'anglès adipose tissue derived progenitor cells) presenten 

un seguit d'avantatges respecte de les derivades del moll de l'ós, tan pel que fa 

a la tècnica d'obtenció poc invasiva (lipoaspirat), com al seu rendiment (en un 

gram de greix s’obtenen 400 vegades més CMA que en un gram de moll 

d’ós35).  

Les ATDPCs poden ser expandides de forma estable i es poden diferenciar in 

vitro a diferents llinatges com l'osteogènic, condrogènic, adipogènic, miogènic i 

neural36, 37, 38. A més de la capacitat de diferenciar-se a diferents llinatges, les 

ATDPCs es caracteritzen per l'expressió de certs marcadors de cèl·lules 

progenitores mesenquimals com són: CD10, CD13, CD29, CD34, CD44, CD54, 
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CD71, CD90, CD105, CD106, CD117, i STRO-1. No presenten expressió de 

marcadors del llinatge hematopoètic, tals com: CD45, CD14, CD16, CD56, 

CD61, CD62E, CD104 i del llinatge endotelial com: PECAM-1, CD144 i factor 

de von Willebrand (vWF)�=H� "CH� �@/ Una altra de les característiques de ATDPCs 

és la secreció de multitud de factors proangiogènics i antiapoptòtics tals com 

l'SDF-1α, VEGF, el HGF o el TGF-β que podrien afavorir l’angiogènesi o 

conferir una certa protecció al teixit a regenerar41.  

Els últims anys, les ATDPCs no només s'han obtingut del greix subcutani, sinó 

també d'altres zones com el greix epicàrdic. Aquest greix, envolta 

aproximadament el 80% de la superfície del cor42 i constitueix al voltant d’un 

20% del pes de la massa ventricular43. Tot i presentar característiques similars 

a les ATDPCs subcutànies pel que fa a marcadors i capacitat de diferenciació a 

diferents llinatges44, s'ha hipotetitzat que pel seu contacte directe amb el cor i 

les evidents interaccions amb aquest, poden contenir una població de cèl·lules 

mesenquimals amb unes característiques úniques que podrien ser molt útils en 

el camp de la regeneració cardíaca. De fet, estudis recents confirmen el 

potencial terapèutic d'aquestes cèl·lules en la regeneració cardíaca44.�

En general i degut a les característiques òptimes que presenten les diferents 

ATDPCs com a eina terapèutica en l'ET, s'ha estudiat el seu potencial entre 

d'altres en la regeneració muscular45, óssea46, cardíaca47 i del sistema 

nerviós48. En tots els casos s'han obtingut resultats esperançadors, tot i que 

encara falten definir aspectes tals com el tipus d'ATDPCs a utilitzar, el nombre i 

forma d'aplicació de les cèl·lules, així com el seu mecanisme terapèutic49.  

Una altra de les fonts de CMA mesenquimals són les derivades de la sang de 

cordó umbilical (UCBMSCs de l'anglès Umbillical cord blood mesenchymal 

stem cells). Aquestes cèl·lules, tot i no estar tan estudiades com les derivades 

de moll d'ós i les ATDPCs, presenten característiques similars tan en 

l'expressió de marcadors de superfície50 com en la seva capacitat de 

diferenciació a diferents tipus cel·lulars51, 52, 53. Presenten diferències pel que fa 

a la seva menor immunogenicitat en comparació a les derivades de moll d'ós, 

com a conseqüència del seu origen54, 55,56, el que permet plantejar l'aplicació 

heteròloga d'aquestes cèl·lules. Una altra de les diferències observades 

respecte a les cèl·lules mesenquimals d'altres orígens, és l'elevada capacitat de 
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proliferació sense presentar indicis de senescència ni canvis morfològics en 

períodes llargs de cultiu57, 58. 

 

2.3.2 Estructures de suport  

 

Els polímers proporcionen una estructura en la que les cèl·lules poden generar 

un sistema tissular. La majoria d'estudis suggereixen que els polímers són 

essencials per produir la regeneració ordenada del teixit, al servir com a guia 

del seu desenvolupament59, 60. Tot i que les cèl·lules aïllades tenen la capacitat 

de formar l'estructura tissular corresponent, aquesta reconstrucció és limitada, 

ja que no presenten capacitat intrínseca d'organització tissular. 

De forma general, un polímer com a eina per ET, ha de presentar un seguit de 

propietats61: 

 

1. Estar compost per un material biocompatible, és a dir, que no sigui 

citotòxic. 

2. Actuar com a suport pel creixement del teixit en tres dimensions. 

3. Permetre la penetració cel·lular per a la formació de nou teixit i la 

correcte vascularització. 

4. Integrar-se al teixit hoste sense la formació de cicatriu. 

5. Presentar una textura superficial i composició química que promogui 

l’adhesió cel·lular i l’adsorció de molècules biològiques com els factors 

de creixement. 

6. Desaparèixer a la vegada que es repara el teixit danyat, generant 

productes de degradació no tòxics que puguin ser fàcilment eliminats o 

metabolitzats. 

7. Presentar propietats mecàniques adaptades a les necessitats del teixit a 

regenerar. 

8. Produir-se comercialment sota les regulacions existents i amb un cost 

que permeti el seu us de manera rutinària. 

9. No alterar el potencial clonogènic i proliferatiu de les cèl·lules troncals 

que es cultivin conjuntament en el material. 
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Actualment, la quantitat i varietat de polímers que presenten les 

característiques esmentades són considerables. De forma general, els polímers 

es diferencien en funció de si tenen un origen natural o sintètic. Les avantatges 

pròpies dels polímers naturals i sintètics són detallades a la taula 1.  
 

                  Taula 1. Principals característiques dels polímers naturals i 
                 sintètics 

POLÍMERS NATURALS POLÍMERS SINTÈTICS 

Millor adhesió cel·lular 
La seva fabricació és 

reproduïble 

Major capacitat de promoure 

diferenciació cel·lular 

Poden ser dissenyats per 

degradar-se 

controladament 

Capacitat d'induir senyals de 

reconeixement en les 

cèl·lules 

Normalment tenen una 

menor resposta immune i 

toxicitat 

 

Estructures de suport (polímers) d’origen natural 

 

1. Col·lagen: La seva aplicació en ET és molt habitual al ser la proteïna 

més abundant en els teixits de mamífers i el 

principal component de les matrius 

extracel·lulars in vivo. Hi ha almenys 19 tipus de 

col·làgens diferents, però l’estructura bàsica de 

tots ells és la de tres cadenes polipeptídiques, 

que s’enrotllen entre si per formar una estructura 

helicoïdal (Fig. 5). Són el principal element 

estructural de la matriu extracel·lular, 

proporcionant la forma i dotant de força i 

flexibilitat els teixits. El tipus de col·lagen present 

en la matriu extracel·lular condiciona les seves 

propietats físiques i biomecàniques. La 

polimerització del col·lagen per a la formació del 

polímer pot ser duta a terme introduint varies unions químiques creuades 

Figura 4. Imatge 
representativa de 
l'estructura de 
col·lagen (Addison 
Wesley Longman, 
Inc) 
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(p.ex glutaraldehid, formaldehid)62, per unions creuades mitjançant 

tractaments físics (p.ex irradiació per UV o calor)63 i per combinacions 

amb altres polímers (p.ex àcid hialurònic, àcid polilàctic, chitosan, 

polietilenglicol)64. El col·lagen és degradat naturalment per 

metaloproteases i serin proteases, marcant el seu grau de degradació la 

concentració d'aquests enzims. Al tractar-se d’una macromolècula 

present en els teixit humans, els productes de la seva degradació no 

presenten toxicitat ni reacció immunològica.   

 

2. Àcid Hialurònic: És el glicosaminoglicà més simple i es troba en quasi 

tots els teixits i fluids de mamífers. És un polisacàrid lineal compost per 

la repetició d’un disacàrid (Fig. 6) format per β-D-àcid glucorònic i N-

acetil-β-D-glucosamina units per 

enllaços β (1-3) i (1-4) respectivament. 

La formació del polímer es realitza 

mitjançant la unió creuada covalent 

amb derivats hidrazida65, per 

esterificació i anil·lació66. 

Adicionalment, l’àcid hialurònic s’ha 

combinat amb col·lagen i alginat67, 68. 
 L’àcid hialurònic es degrada 

naturalment per hialuronidases, pel que la velocitat de degradació 

dependrà de la concentració d'aquests enzims. Al tractar-se d’una 

macromolècula present en els teixit humans, els productes de la seva 

degradació no presenten toxicitat ni reacció immune. 

 

3. Alginat: S’ha utilitzat en una gran varietat d’aplicacions mèdiques com 

l’encapsulació de cèl·lules i com agent estabilitzador de medicaments, 

per la fàcil polimerització amb agents poc agressius i la seva baixa 

toxicitat. És un polisacàrid lineal format pel copolímer de D-àcid 

manurònic (M) i α-L-àcid gulurònic (G), units per enllaços glucosídics 

β(1-4) en unions G-G i α(1-4) en unions G-M (Fig. 7). El seu origen pot 

ser tan d’algues marrons i bacteris69. La polimerització es produeix per la 

Figura 6. Estructura molecular de 
l’àcid hialurònic. 
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interacció de cations bivalents (Ca2+,  Ba2+,  Sr2+) amb blocs de 

monòmers G, formant ponts iònics entre les diferents cadenes del 

polímer. La degradació del polímer es produeix a mesura que es 

dissocien els cations bivalents de les cadenes de monòmers de G, pel 

que la velocitat de degradació dependrà de la concentració tan del ió 

bivalent com de la de l'alginat. Els productes de degradació s’han descrit 

com a no tòxics i amb baixa reacció immunològica70 .  

 

 
Figura 7. Estructura molecular de l’alginat de sodi. 

 

4. Chitosan: S’ha investigat en moltes aplicacions d’ET per la seva 

similitud estructural amb els glicosaminoglicans i per la capacitat de ser 

degradat per enzims que es troben en humans (lisozims). És un 

polisacàrid lineal de (1-4) D-glucosamina i N-acetil-D-glucosamina 

derivat del polímer natural chitina (Fig. 8), que es troba en l’exoesquelet 

dels artròpods. Els graus de puresa actuals del chitosan presenten 

nivells tan baixos d’endotoxines que permeten la seva utilització en 

biomedicina i aplicacions farmacèutiques71, 72. El chitosan és soluble en 

solucions àcides que produeixen la protonació dels grups amino lliures. 

Un cop dissolt, la polimerització es pot dur a terme augmentant el pH73 o 

a partir d’una solució orgànica74. La seva degradació és causada per 

lisozim, pel que la velocitat de degradació dependrà de la concentració 

de  chitosan i del grau de desacetilació, així com de la concentració de 

lisozim present. Els productes de la seva degradació no presenten 

toxicitat i la reacció immune no s’aprecia per l'alt grau de puresa75.  

  
Figura 8. Estructura molecular del chitosan. 
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5. Fibrina: És un polímer àmpliament utilitzat en medicina que es genera 

de forma natural en els organismes per aturar una hemorràgia o pèrdua 

de sang produïda per la ruptura de la paret vascular. Aquest mecanisme 

s’anomena hemostàsia o coagulació sanguínia. En el moment en què es 

produeix una lesió, els trombòcits s’acumulen al lloc del dany, 

s’adhereixen entre si i formen una agregació plaquetària, tot segregant 

substàncies vasoconstrictores. És el que es coneix com a hemostàsia 

primària i no aconsegueix un tancament estable de la ferida. 

Seguidament, en l’hemostàsia secundària, la proteïna fibrina forma una 

xarxa insoluble, el trombe, que tanca la ferida fins a la cicatrització del 

teixit. El sistema de coagulació és un procés regulat a través d'una 

cascada enzimàtica composta per sis factors de coagulació (FII, FVII, 

FIX, FX, FXI, FXII), una transpeptidasa (FXIII), tres factors auxiliars no 

enzimàtics (FIII, FV, FVIII) i el fibrinogen o FI (substrat de la proteòlisi). 

Aquests factors de coagulació funcionen com a zimògens, de manera 

que la forma activada d'un factor catalitza l'activació del següent. 

Aquesta activació en forma de cascada enzimàtica proteolítica assegura 

una resposta molt ràpida. Totes aquestes reaccions acaben amb 

l’activació de la trombina (FIIa), capaç de transformar el fibrinogen, molt 

abundant en el flux sanguini, en fibrina per formar el trombe un cop 

aquesta s'ha estabilitzat per acció del factor XIII (Fig. 9). La fibrina 

humana es pot obtenir clínicament del propi pacient76 i de crioprecipitats 

de plasma sanguini comercials (Baxter Healthcare Corp., Glendale, 

California). És un polímer que presenta el certificat d’aprovació per la 

FDA (Food and Drug Administration) i és utilitzat en gran nombre 

d’aplicacions mèdiques77. La seva degradació es produeix per acció de 

la plasmina, enzim del propi cos humà encarregat de la disgregació de la 

fibrina un cop s’ha regenerat la zona danyada. Al tractar-se d’una 

macromolècula present en els teixit humans, els productes de la seva 

degradació no presenten toxicitat i la reacció immune no es considera 

quan la seva obtenció és autòloga. En els casos en què la fibrina és 

obtinguda heteròlogament, no s’han apreciat reaccions immunes com a 

conseqüència del seu alt grau de puresa78. 
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Figura 9. Imatge esquerre procés biològic de formació de la fibrina. Dreta, 
representació dels canvis en l'estructura del fibrinogen per acció de la trombina i el 
factor XIIIa per a la formació de la fibrina (adaptat de Audesirk et al., 2003). 
 
Estructures de suport (polímers) d’origen sintètic. 

 

Els polímers sintètics més utilitzats en ET són aquells que ja tenen una llarga 

trajectòria pel que fa a la seva aplicació en medicina i presenten l'aprovació de 

la FDA com a biomaterials. En aquest sentit, trobem els polilàctics amb una 

gran aplicació en medicina com a fils i films per a la fixació d’ossos i sutures79, 

els polièsters com el poliglicòlic (Fig. 10) i el poli-L-Lactic-co-glicolic (Fig. 11), 

molt comuns com a sutures biodegradables des del 198080, els polieteresters 

com la polidioxanona (Fig. 12) aplicada en el camp dels medicaments com a 

transportador81 i el polihidroxietilmetacrilat82(Fig. 13). 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Estructura molecular del 
poli-L-Lactic-co-glicolic on el 
component “m” representa l’àcid 
làctic i el component “n” representa 
l’àcid glicòlic 

Figura 10. Estructura molecular del 
poliglicòlic 
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Els polímers també poden ser classificats en funció del seu estat. Actualment, 

es poden presentar en estat sòlid o en forma d’hidrogel.  En estat sòlid trobem 

el que es coneix com a malla83 i esponja84. Els polímers sòlids presenten 

característiques reproduïbles pel que fa a la mida de porus de la matriu. Els 

polímers en forma d’hidrogel miren de mimetitzar les característiques pròpies 

de la matriu extracel·lular que trobem en els diferents teixits i òrgans, 

caracteritzada per una elevada hidratació (més del 30% del seu pes). La 

principal avantatge que presenten és la capacitat de mantenir un estat líquid 

fins el moment de la seva polimerització al entrar en contacte amb agents 

polimeritzadors, tals com canvis de pH, temperatura, etc. Així doncs, l’estat 

líquid del polímer ens permet l’administració del polímer a la zona de la lesió 

mitjançant procediments poc invasius pel pacient (p.ex: artroscòpia)85. 

 

2.3.3 Reguladors bioquímics i físics  

 

Els reguladors bioquímics i físics com a eina de l'ET, s'utilitzen com a 

moduladors de la proliferació cel·lular, la diferenciació i la migració cel·lular@$H�@.H�

@@�

�
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Figura 12. Estructura molecular de la 
Polidioxanona 

Figura 13. Estructura 
molecular del 
polihidroxietilmetacrilat  



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������+�%�*�'))+1�
�
�

� �@

Reguladors químics o factors solubles 

 

Els reguladors bioquímics són diferents compostos biològics (proteïnes, 

hormones, vitamines), que s’uneixen a receptors de la membrana cel·lular i 

provoquen un seguit de cascades de senyals intracel·lulars que derivaran amb 

l’activació de la proliferació cel·lular i/o la diferenciació cel·lular i/o la migració 

cel·lular (Fig. 14). 

 
 

 

 

Els reguladors bioquímics que s’utilitzen actualment són els factors de 

creixement i les citoquines. La quantitat de factors de creixement i citoquines 

que es coneixen i utilitzen, així com la seva varietat pel que fa a la seva activitat 

és molt gran@=H�=CH�=0/�

Figura 14. Esquema de les interaccions dels factors solubles amb els receptors de 
membrana de cèl·lues endotelials i la posterior cascada de senyals. (Cell signaling 
technology, Inc., 2008) 
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Els reguladors físics 

 

Els reguladors físics representen totes aquelles forces externes que es poden 

aplicar en una cèl·lula, ja sigui mitjançant la força de cizalla exercida al fer 

circular un fluid, la pressió exercida per un element sòlid o l'estimulació al 

aplicar un corrent elèctric i que provoquen una resposta cel·lular en forma de 

migració cel·lular92 i/o proliferació cel·lular93 i/o diferenciació cel·lular94, 95. 

El procés mitjançant el qual les cèl·lules interpreten les forces físiques i les 

tradueixen per adoptar els canvis cel·lulars corresponents, és encara avui dia 

desconegut en la seva major part. Es creu que una proteïna clau de la 

membrana extracel·lular actua com un mecanosensor i mecanotransductor. La 

combinació de les dues funcions permetria convertir una senyal física en una 

de química que desencadenaria una cascada de senyals intracel·lulars que 

determinarien els canvis cel·lulars específics96.   

En la figura 15, es mostra gràficament la hipòtesi de la conversió d’una senyal 

física extracel·lular en una de química intracel·lular.  
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Figura 15. Representació esquemàtica de com les forces mecàniques es tradueixen 
en senyals intracel·lulars. Forces de pressió que donen com a resultat canvis en la 
morfologia cel·lular (A-C). Com a conseqüència, el citoesquelet pateix canvis 
conformacionals que activen respostes funcionals a l’estrés mecànic (D-E). Les 
respostes funcionals inclouen l’activació de factors de creixement, factors de 
transcripció i canals iònics (le Noble F et al., 2008). 
 
 

3 MONITORATGE CEL·LULAR IN VIVO  

 

Les possibles combinacions en ET són múltiples i variades, per tant és 

convenient aplicar tècniques d’anàlisi eficients que ens permetin estudiar totes 

les variables possibles amb una fiabilitat, cost i temps òptims. A la vegada, ens 

haurien de permetre determinar la validesa de la teràpia mitjançant un anàlisi in 

vivo a temps real, on a diferència dels anàlisis in vitro, es reprodueix 

adequadament la complexitat de les interaccions que tenen lloc en els teixits. 

Les tècniques d’anàlisi que millor s’ajusten a les necessitats esmentades són 

les d’imatge. Per definició, les plataformes d’imatge ideals haurien de presentar 

les característiques següents97:  
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1. Biocompatibilitat (seguretat i no toxicitat). 

2. Sensibilitat (capacitat de detectar una sola cèl·lula). 

3. Quantificació (permetre el comptatge del nombre de cèl·lules). 

4. Ha d'evitar la dilució del reporter amb la proliferació cel·lular.  

5. Procediment no invasiu quan sigui possible. 

 

Els sistemes d’imatge aplicables a aquesta finalitat es poden agrupar segons 

l’energia que utilitzen i la necessitat o no d'utilitzar traçadors per obtenir la 

informació visual (raigs X, raigs gamma, positrons, fotons o ones acústiques), 

segons la resolució espacial que aconsegueixen (macroscòpica, mesoscòpica 

o microscòpica) o bé segons el tipus d’informació que s’obté (anatòmica, 

fisiològica, cel·lular o molecular). Els sistemes d’imatges macroscòpics que 

donen informació anatòmica i fisiològica són actualment molt utilitzats en clínica 

i preclínica. Exemples d’aquest tipus d’imatge són la tomografia computeritzada 

(CT), les imatges de ressonància magnètica98 i els ultrasons. Per altra banda, hi 

ha els sistemes que donen informació molecular, dels quals només alguns es 

troben en ús clínic o preclínic, com la tomografia d’emissió de positrons (PET), 

la CT d’emissió d’un sol fotó (SPECT), la fluorescència de reflectància, la 

tomografia mitjançada per fluorescència (FMT), la microscòpia de fibra òptica, 

les imatges de dominis de freqüència òptica, la bioluminescència, la 

microscòpia confocal d’escaneig per làser i la microscòpia multifotó. 

Per aconseguir que aquestes tecnologies d’imatge s’adaptin àmpliament i 

perquè siguin complementàries a d’altres tipus de mesures moleculars, els 

resultats obtinguts de la seva lectura han de complir certs criteris; han de ser 

quantitatius, amb alta resolució, longitudinals (que permetin les imatges al llarg 

del temps), exhaustius, normalitzables, digitals i sensibles a les pertorbacions 

moleculars del sistema. 

La quantificació és absoluta en aquelles tècniques on els senyals són 

independents de la posició a la mostra (p. e. CT, FMT, MRI i PET) i la 

informació és quantificable de manera intrínseca. La quantificació és relativa, 

en canvi, quan s’obté a partir de la informació d’imatges on el senyal és 

dependent tant de la fondària com del tipus de mostra, però es pot validar 
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experimentalment. En aquest últim grup, hi trobem la bioluminescència (BLI), la 

fluorescència reflectant i la microscòpia multifotó. 

Com cada tecnologia té els seus avantatges i les seves limitacions (Taula 2), 

s'han desenvolupat plataformes que combinen diferents tecnologies i que 

permeten sobrepassar moltes de les limitacions que implica una sola tècnica. 

Per exemple, hi ha estudis on es combinen el PET, la fluorescència i la BLI99. 

 
Taula 2. Avantatges i inconvenients de les diferents tècniques d’imatge segons la seva 
resolució, el seu límit de fondària, el temps, si és quantitatiu, si utilitza o pot utilitzar 
més d’un canal, si es pot utilitzar amb animals i si té una aplicació en la clínica. 
(Adaptada de Massoud, T.F., 2003) 
 

TÈCNICA RESOLUCIÓ FONDÀRIA TEMPS QUANTITATIU 
MÉS D'UN 

ANIMAL 
ÚS EN ANIMALS ÚS CLÍNIC 

MRI 10-100 µm Sense límit 
Minuts 

a hores 
Sí No 

Anàlisi 

fisiològic/molecular i 

anatòmic 

Sí 

CT 50 µm Sense límit Minuts Sí No Pulmons i ossos Sí 

Ultrasò 50 µm cm 
Segons 

a minuts 
Sí No 

Vascular i imatges per 

intervenció 
Sí 

PET 1-2 mm Sense límit 
Minuts 

a hores 
Sí No 

Modalitat d’imatge 

versàtil amb molts 

traçadors 

Sí 

SPECT 1-2 mm Sense límit 
Minuts 

a hores 
Sí No 

Anticossos, proteïnes i 

pèptids marcats 
Sí 

FLUORESC 2-3 mm <1 cm 
Segons 

a minuts 
No Sí 

Processos en malalties 

basats en superfície 
Sí 

FMT 1 mm <10 cm 
Minuts 

a hores 
Sí Sí Imatges quantitatives 

En 

desenvo-

lupament 

BLI Varis mm cm Minuts Sí Sí 
Expressió gènica, i 

migració cel·lular 
No 

�
�
�
�
�
�
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3.1 MRI 

 
Aquest tipus d'imatge és una tècnica mèdica no invassiva que utilitza el 

fenomen de la ressonància magnètica per obtenir informació 

sobre les estructures i composició de l’organisme a analitzar 

(Fig. 16). Aquest fenomen es basa en el fet que els nuclis 

atòmics d’un nombre senar de protons, en estar sotmesos a 

un camp magnètic potent, absorbeixen selectivament ones de 

radiofreqüència. Els nuclis habitualment detectats en aquesta 

tècnica són els protons dels nuclis d’hidrogen que es troben 

en abundància a les molècules aquoses del cos humà. Quan 

s’envien ones de determinada radiofreqüència (no ionitzants) 

a un cos col·locat a l’interior d’un potent iman, el moment 

magnètic dels seus protons, alineats per efecte del camp 

magnètic, poden absorbir aquesta energia si coincideix amb 

la requerida per un canvi de nivell quàntic del protó. Quan el 

moment magnètic dels protons es torna a alinear 

espontàniament, emeten una ona electromagnètica (de 

radiofreqüència) de la mateixa energia que l’absorbida, que es 

pot detectar mitjançant una antena i un amplificador de ràdio. 

Això permet l’anàlisi de la capacitat de magnetització de la 

mostra.  

Els protons de l’aigua dels diferents teixits del cos, al estar associats a diferents 

macromolècules, modifiquen la freqüència de ressonància amb el camp 

magnètic extern, en relació amb l’aigua pura. L’anàlisi d’aquestes diferències, 

mitjançant un procediment de rastreig, genera informació que permet 

reconstruir una imatge de l’estat de magnetització de l’aigua en diferents parts 

de la mostra i permet detectar anormalitats en els diferents teixits100. Tot i que 

no provoca efectes nocius, una de les limitacions més importants és que és 

molt menys sensible que les tècniques amb radioisòtops com el PET, que pot 

detectar 10-12 molècules/L de substrat radioactiu, o com la BLI, que detecta en 

el rang del femtomol (10-15).  

 

�������	
/ MRI 
de cos sencer 
(http://www.melis
samemorial.org)�
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3.2 PET   

�
Aquesta tècnica d’imatge mèdica, no invasiva, proporciona una imatge 

tridimensional o un mapa amb l’activitat metabòlica dels diferents teixits del cos; 

és a dir, el PET no avalua la morfologia dels teixits directament, sinó el seu 

metabolisme. Es basa en detectar i analitzar la distribució que adopta a l’interior 

del cos un radioisòtop administrat intravenosament. 

Per a generar imatges, s’administra la substància traçadora (generalment una 

molècula biològicament activa) unida a un isòtop que emet positrons. La 

interacció d’un electró i un positró emès resulta en la neutralització d’ambdós i 

en l’alliberació de dos raigs gamma d’alta energia, que viatgen en direccions 

oposades. La detecció simultània d’aquests raigs gamma per detectors 

oposats, permet establir una direcció d’emissió. El còmput de múltiples 

d’aquestes direccions permet generar una imatge tridimensional de la posició 

de l’isòtop emissor101. 

Una de les molècules més utilitzades per PET és la fluorodesoxiglucosa (FDG), 

un sucre que unit a un traçador, permet quantificar el consum de glucosa. És 

una tècnica molt utilitzada en la detecció de teixits neoplàstics, ja que una 

característica important d’aquests teixits és el seu elevat consum de glucosa. El 

PET permet localitzar focus de creixement cel·lular anormal a l’organisme, així 

com exploracions en cardiologia, neurologia i psicobiologia. 

Actualment, s’està començant a 

utilitzar el PET com a tècnica 

no invasiva pel seguiment in 

vivo de cèl·lules. Amb aquesta 

finalitat, les cèl·lules que volen 

ser monitoritzades, són 

prèviament transfectades amb 

un gen reporter que expressa 

constitutivament la timidina 

quinasa (TK). La monitorització 

d’aquestes cèl·lules per PET, 

es realitza a partir de la injecció 

Figura 17. Imatge per PET amb localització 
cèl·lules marcades (tk) i injectades en 
ventricle esquerra de porc (Gyongyosi, M. 
et al., 2008). 
�
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del reporter [18F]9-(4-[18F]-fluoro-3-hydroxymethylbutyl)-guanine ([18F]FHBG)), 

el qual al ser fosforilat per la timidina quinasa queda retingut de forma 

intracel·lular, fent-se visible per PET102 (Fig. 17) .   

Una de les màximes limitacions del PET és l’elevat cost pel que fa al 

manteniment dels ciclotrons, necessaris per a produir els radioisòtops i a la 

necessitat de tenir a l’abast els aparells de síntesi química per produir els 

isòtops units a les molècules d’interès, que degut a la vida mitja tant curta dels 

traçadors, s’han de generar in situ. 

 

3.3  CT 

Es basa en el còmput d’una imatge tridimensional (tomogràfica) a partir de 

múltiples imatges de raigs X, preses a diferents angles al voltant d’un 

espècimen103. Aquesta tècnica s’ha utilitzat en el diagnòstic de patologies com 

tumors cerebrals, embòlies, hidrocefàlies, etc. 

Són proves fàcils de realitzar que ofereixen imatges amb molta nitidesa, però a 

vegades necessiten substàncies de contrast intravenós i, com que s’utilitza 

radiació ionitzant, se n’han de tenir en compte els efectes. 

 

3.4  ULTRASONS 

�
S’utilitzen molt en clínica pel seu baix cost, així com per la seva disponibilitat i 

seguretat i per això s’han fet servir per obtenir imatges del cos durant els últims 

50 anys. La generació d’imatges mitjançant aquest procediment consisteix en 

l’anàlisi d’ones de so de freqüència molt alta, per les quals cada teixit té un 

índex de refracció diferent104. Permet visualitzar estructures normals i 

patològiques a temps real. També s’han utilitzat àmpliament per veure els fetus. 

Aquest sistema també ha tingut èxit en models de ratolí.  
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3.5  TÈCNIQUES ÒPTIQUES D’IMATGE  

�

3.5.1 Fluorescència 

 

La fluorescència és la propietat que tenen algunes substàncies per emetre llum 

quan són exposades a radiacions de tipus ultraviolada o raigs X. Aquestes 

molècules (fluoròfors) són capaces d’absorbir fotons d’una determinada 

longitud d’ona i d’emetre, entre 10-9 a 10-6 segons més tard, energia amb una 

longitud d’ona major (de més baixa energia). La diferència d’energia entre els 

fotons absorbits i emesos es converteix en vibracions moleculars o calor. 

Normalment, els fotons absorbits es troben dins del rang de la llum ultraviolada 

i la llum emesa dins del rang del visible, però això depèn de la corba 

d’absorbància i del mateix fluoròfor. Aquest fenomen es va conèixer a mitjans 

del segle XIX i es va adaptar per microscòpia al segle XX.  

Un exemple molt conegut de fluoròfor és la proteïna verda fluorescent (GFP, de 

l'anglès green fluorescent protein) obtinguda a partir de la medusa Aequorea 

victoria, que emet a 509 nm (llum verda) quan s’excita amb llum ultraviolada 

(395 nm). Hi ha una variant, l’eGFP (de l'anglès enhanced GFP), que té un 

sistema d’expressió més optimitzat per mamífers i un espectre d’excitació 

desplaçat cap a longituds d’ones més llargues (488 nm), fet que fa que 

s’obtingui més fotoestabilitat i un augment en la seva intensitat d’emissió de 35 

vegades respecte a la nativa 105,106. També se n’han fet mutants que varien en 

la seva emissió, donant lloc a emissions grogues, cian i blaves.  

Un altre fluoròfor àmpliament utilitzat és la proteïna vermella fluorescent (RFP, 

de l'anglès red fluorescence protein) clonada a partir del corall Discosoma sp. 

Aquesta proteïna té la limitació de trobar-se en forma de tetràmer, per tant, no 

és útil per veure localització cel·lular, ja que solen formar agregats 

intracel·lulars. La versió monomèrica de la proteïna vermella (mRFP1), 

obtinguda mitjançant una combinació de mutacions del tetràmer, madura 10 

vegades més ràpid i té emissió mínima quan s’excita a longituds d’ona òptimes 

per a la GFP. Això fa, per tant, que la mRFP1 sigui molt adient per a les 

construccions de fusions multicolors en combinació amb la GFP. Aquesta 

variant té l’inconvenient de produir només el 25% de la fluorescència que 
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emeten altres variants107. Actualment s’estan emprant anàlegs no naturals 

d’aquest monòmer per tal de millorar-ne les característiques108,109. 

El camp de les proteïnes fluorescents continua molt actiu. Actualment, s’estan 

millorant tant les variants provinents de la medusa com les del corall 110. 

L’aplicació més important de les proteïnes fluorescents és com a traçadors 

biològics. S’introdueixen en forma de gen per mitjà dels vectors d'expressió i les 

proteïnes produïdes permeten el seguiment, molt sensible i precís, de la 

localització, proliferació i capacitat d’expressió gènica de les cèl·lules 

marcades, mitjançant l’ús de procediments de microscòpia fluorescent i 

confocal. La seva sensibilitat de detecció es troba entre el rang nano i 

picomolar. 

L’avantatge principal de les molècules fluorescents com a traçadors és el seu 

elevat rendiment quàntic (fotons produïts/ fotons absorbits) i que no necessiten 

substrats. El principal inconvenient fa referència a la baixa penetració de la llum 

ultraviolada i, en general, de baixa freqüència a través dels teixits, degut a 

l’absorció per proteïnes, àcids nucleics i altres substàncies. Aquest problema 

s’agreuja pel fet que degut a l’abundància de molècules autofluorescents en els 

teixits, l’emissió està contaminada amb un soroll de fons significatiu. Com a 

conseqüència, fins ara, no han estat possibles els procediments d’imatge no 

invasius utilitzant la fluorescència i, per tant, queda limitada als procediments 

histològics. Els recents reporters fluorescents dins l’espectre d’infraroig, però, 

són molt interessants perquè a aquestes longituds d’ona augmenta la 

penetració en els teixits i disminueix l’autofluorescència no específica111 (Fig. 
18). 
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  Figura 18.  Representació de l'espectre electromagnètic des dels raigs gamma fins a 

les ones de ràdio i la seva relació amb l'energia, freqüència i longitud d'ona (adaptat de 
http://www.lpi.usra.edu) 
 

3.5.2 BLI  

�
Les imatges in vivo per BLI són una eina sensible, resultat de l’emissió de  llum 

a partir de cèl·lules o teixits. Aquesta emissió de llum és conseqüència de la 

reacció d’un enzim (luciferasa) que catalitza la oxidació d’un substrat (luciferina) 

donant com a resultat l’alliberació de fotons. Les luciferases són àmpliament 

representades en el regne animal, com es mostra en la figura 19. 
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Figura 19. Sistemes bàsics de luciferina-luciferasa que 
es troben en el regne animal.  

  

 

Una de les luciferases més utilitzades i 

estudiades és la de Photinus pyralis 

(PLuc), que va ser purificada i 

caracteritzada el 1978 (Fig. 20). El seu 

cADN va ser clonat i expressat en E.coli 

per Wet et al. al 1985. Aquesta luciferasa 

necessita ATP com a cofactor, i és per 

això que s’ha utilitzat molt per determinar 

la presència d’aquest nucleòtid. El seu 

espectre d’emissió és de 550 a 570 nm 

(Fig. 26), amb un pic d’activitat que dura 

entre 15 i 25 minuts després de la injecció 

Figura 20.  Imatge del insecte 
Photinus pyralis d’on es va obtenir la 
luciferasa del mateix nom�
�http://en.wikipedia.org)�
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del substrat i es detecta llum fins a 2 o 3 hores després. El fet que la relació 

entre la concentració del substrat i la llum emesa sigui lineal, juntament amb 

l’existència de detectors de fotons amb una resposta també lineal en un rang 

de 7 ordres de magnitud, fan que aquest reporter sigui molt convenient per a la 

BLI112. Permet detectar en el rang de femtomols de luciferasa.   

Una altra de les luciferases més 

utilitzades és la de Renilla reniformis 

(RLuc)113 i el seu  cADN va ser aïllat per 

Lorenz et al. el 1991 de l’octocoral del 

mateix nom (Fig. 21). La proteïna 

comparteix homologia amb la proteïna 

calmodulina d’unió al calci i l’activitat està 

controlada per la concentració de Ca2+ . El 

seu espectre màxim d’emissió es troba 

als 480 nm (Fig. 22) i la cinètica de 

producció de llum és molt ràpida; s’inicia 

als 10 segons i baixa ràpidament durant 

els 10 minuts següents a la injecció del 

substrat 114. La reacció de la RLuc és molt 

més simple que la de la PLuc, ja que no 

necessita cofactors com l’ATP, per tant, la RLuc sembla que causaria menys 

pertorbació a les cèl·lules marcades. La seva ràpida cinètica també li donaria 

avantatges en experiments on no es vol un senyal gaire persistent al llarg del 

temps. 

 

Figura 21. Imatge de l’octocoral 
Renilla reniformis d’on es va obtenir 
la luciferasa del mateix nom 
(http://www.dnr.sc.gov) 



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������+�%�*�'))+1�
�
�

� #0

 
Figura 22. Diagrama de les reaccions enzimàtiques que tenen lloc amb PLuc i RLuc i 
les longituds d’ona d’emissió màximes resultants (adaptat de Promega Corporation).  
 

Les limitacions d’aquesta luciferasa es deuen sobretot al seu espectre 

d’emissió, ja que només un 3% dels fotons emesos són de longitud d’ona 

superior a 600 nm i escapen a través dels teixits. Per això, s’han desenvolupat 

variants de RLuc amb un espectre d’emissió desplaçat cap al vermell que en 

millora l’ús en animals115.  

El fet de presentar la PLuc i la RLuc diferents longituds d’ona d’emissió, així 

com diferents substrats que no presenten reacció creuada, fa possible la 

utilització de les dues reaccions en un mateix animal i amplia les variables a 

estudiar mitjançant la BLI. 

La utilització de la BLI per el seguiment in vivo de cèl·lules o teixits, requereix 

enginyeria genètica prèvia. Bàsicament, es dota les cèl·lules o teixits d’interès 

de l’expressió d’un gen reporter bioluminescent (p.ex: RLuc i/o PLuc), sota el 

control transcripcional d’un promotor. Les diferents variables que es poden 

aplicar en la construcció corresponent al gen reporter i promotor ens permeten 

entendre l’estructura dels promotors, l’activació-unió de receptors de 

membrana, monitorització de la diferenciació cel·lular, anàlisi de l’estructura 

dels factors de transcripció, estudi de la infecció vírica i activació de receptors 

nuclears (Fig. 23). 
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La utilització de la BLI per a l'estudi de la diferenciació cel·lular in vivo, ens 

permet millorar el desenvolupament d’estratègies de regeneració per ET116. 

Amb aquesta finalitat, les cèl·lules són doblament transfectades: en primer lloc 

amb un gen que codifica per una proteïna bioluminescent (p.ex: RLuc) sota el 

control transcripcional d’un promotor constitutiu, i en segon lloc per un gen que 

codifica per una altra proteïna bioluminescent (p.ex: PLuc) sota el control 

transcripcional d’un promotor específic actiu en processos de diferenciació. La 

relació entre les dues llums ens permet determinar tan la proliferació cel·lular 

obtinguda per l’emissió de llum regulada pel promotor constitutiu, com l’estat de 

diferenciació obtingut a partir de la relació entre l’emissió de llum regulada pel 

promotor constitutiu i la llum emesa i regulada pel promotor específic (Fig. 24). 

 

Figura 23.  Diagrama representatiu d'una cèl·lula amb les diferents aplicacions per BLI 
per a l’estudi de processos cel·lulars (Promega Corporation).  
�



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������+�%�*�'))+1�
�
�

� #�

 
Figura 24. Diagrama on es mostra la monitorització de cèl·lules implantades en 
miocardi de ratolí, prèviament transfectades amb RLuc sota el control transcripcional de 
CMV i PLuc sota el control transcripcional del promotor de la troponina I cardíaca. 
L’anàlis del ratio de les dues llums en el temps permet determinar in vivo l’estat 
transcripcional d’un gen determinat en un conjunt de cèl·lules.  
 

Els avantatges de les luciferases com a traçadors cel·lulars són vàries:  

1.   El gen codificant s'integra dins el genoma de les cèl·lules, pel que no es 

diluirà l'activitat a mesura que les cèl·lules proliferin. 

2.   La quantitat de fotons produïts és proporcional a la quantitat de cèl·lules. 

L'existència d'una relació lineal entre el nombre de cèl·lules i el nombre 

de fotons permet avaluar el nombre de cèl·lules implantades. 

3.   Els mamífers no presenten reaccions quimioluminescents, pel que la 

contribució de l’organisme al soroll de fons és pràcticament nul. 

4.   Els instruments de detecció de fotons, a més de ser extraordinàriament 

sensibles, poden detectar de l’ordre de desenes de fotons i produeixen 

respostes lineals, és a dir, directament proporcionals al nombre de 

fotons112.  

Els principals inconvenients de les luciferases són la necessitat d’utilitzar un 

substrat i que els teixits vius absorbeixen llum visible, fet que limita la 

profunditat a la que es poden detectar les cèl·lules marcades en animals vius. 

Aquesta absorció de llum depèn del tipus de teixit, així, per exemple, la pell i el 

múscul tenen la transmissió de llum més elevada i són gairebé dependents de 

la longitud d’ona; en canvi, òrgans amb un contingut vascular molt alt, com el 

fetge o la melsa, tenen la mínima emissió de transmissió, ja que la llum és 

absorbida per l’oxihemoglobina i la desoxihemoglobina. La reducció del senyal 
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de BLI és d’unes 10 vegades per cada centímetre de fondària, i això varia en 

funció del tipus de teixit; per tant, la màxima fondària que permet la BLI és de 2-

3 cm117. Un altre problema és que les imatges obtingudes són  bidimensionals i, 

per tant, hi ha manca d’informació de profunditat. Amb càmeres amb dispositiu 

de càrrega acoblat (CCD, de l'anglès Charged couple device) rotatòries o 

múltiples visions del mateix animal es solucionaria aquest problema i es podria 

obtenir una imatge volumètrica. L’altre inconvenient és la impossibilitat d'aplicar 

aquest procediment en humans. 

Com a conseqüència de la poca quantitat de llum que travessa els teixits, es fa 

necessari emprar càmeres d’alta sensibilitat als fotons118. Els detectors CCD 

són el component principal d’aquestes càmeres, i estan essencialment 

constituïts per matrius bidimensionals de fotodetectors d’estat sòlid. Aquests 

detectors són extremadament sensibles a la llum visible i a l’infraroig proper i 

constitueixen l’element sobre el que un objectiu projecta una imatge del 

subjecte de l’anàlisi. Aquestes càmeres, converteixen la llum dels fotons de 

longitud d’ona entre 400 a 1000 nm en electrons amplificats i registrats per 

poder ser digitalitzats.  

L’energia tèrmica generada en el CCD provoca una producció constant 

d’electrons que contamina la senyal d’interès. Aquest soroll tèrmic baixa en un 

factor de 10 per cada 20ºC de descens de temperatura; per això, els CCD 

treballen en un rang de temperatura que va dels -80ºC als -120ºC. La cambra 

CCD es troba ubicada dins d’una caixa fosca, on s’hi col·loca la mostra a 

analitzar, i estan acoblats a una unitat criogènica refrigeradora. La informació 

obtinguda és processada i analitzada posteriorment per un sistema 

informàtic105. 

 

De les tècniques d’imatge òptiques esmentades es pot deduir que la 

fluorescència i la BLI presenten propietats pròpies que les fan complementàries 

i aplicables a diferents casos. Així doncs, la BLI presenta unes característiques 

òptimes per a la seva aplicació in vivo, al presentar poc soroll de fons i una 

elevada sensibilitat de detecció. A la vegada, la fluorescència permet una 

aplicació més adient en processos d’anàlisi in vitro i histologia on el soroll de 

fons és més baix i permet obtenir imatges d’alta resolució. 
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3.6  MÈTODES D’INTRODUCCIÓ DE GENS EN LES CÈL·LULES 

 

Tant per a la monitorització cel·lular in vivo com in vitro, mitjançant BLI o 

fluorescència, cal utilitzar vehicles, anomenats vectors, que permetin la 

transducció de gens reporters a les cèl·lules d’interès. Per tal que un vector 

sigui adequat, ha de presentar una sèrie de característiques119,120: 

 

1. Ha de permetre la incorporació i, si és possible, l'expressió regulada dels 

gens necessaris durant un temps convenient. 

2. Ha de proporcionar un alt nivell de transducció del teixit desitjat o de la 

població cel·lular diana. 

3. No ha de ser reconegut pel sistema immunològic. 

4. No ha d’induir una resposta inflamatòria.  

5. L'expressió ha de ser estable. 

6. La generació del vector ha de ser fàcil. 

7. No ha de ser oncogènic. 

 

Els vectors poden ser virals o no virals i l'expressió del gen introduït pot ser 

transitòria o permanent. 

 

3.6.1  Vectors no virals 

 

Són vectors plasmídics o oligonucleòtids amb promotors d’expressió eucariòtics 

que s'introdueixen en la cèl·lula de forma directa, és a dir, amb l’ADN nu o 

emprant mètodes químics o físics. Així doncs, la injecció de l’ADN nu ha donat 

lloc a una transfecció positiva en cèl·lules musculars121, de fetge122 i de pell123. 

En els mètodes químics de transfecció, l’ADN és embolcallat mitjançant lípids 

catiònics124 o polímers125.  En els mètodes físics de transfecció s’utilitza 

l’energia mecànica (bombardeig de partícules), elèctrica (electroporació), 

ultrasònica i hidrodinàmica per penetrar la membrana cel·lular i introduir 

l’ADN126.  
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El principal problema de la utilització de mètodes no virals és la possible 

degradació de l’ADN als endosomes abans d’arribar al nucli, donant lloc a una 

baixa eficiència de transfecció. 

 

3.6.2  Vectors virals 

 

Els virus són capaços d’evitar moltes barreres en el procés d’introducció d’ADN 

exogen en el genoma cel·lular, pel que són vehicles ideals i molt utilitzats per a 

la teràpia gènica. Amb la finalitat d’evitar els inconvenients derivats d'una 

infecció vírica, es substitueixen els gens vírics necessaris per a la replicació per 

els gens que es vulguin expressar. Com que aquests virus modificats no poden 

produir noves partícules per ells mateixos, s’han creat línies cel·lulars de 

cèl·lules empaquetadores que expressen les proteïnes necessàries per a la 

seva replicació i el seu empaquetament en partícules víriques. La introducció 

del genoma viral modificat dins de les cèl·lules empaquetadores té com a 

resultat la producció de partícules víriques capaces d’infectar qualsevol cèl·lula 

desitjada, però que són incapaces de replicar-se. 

Vectors virals més utilitzats: 

Adenovirus: Són vectors de doble cadena d’ADN i sense envoltura vírica, 

capaços de transduir eficientment una gran varietat de tipus cel·lulars, tan in 

vivo com in vitro. Poden transfectar tan cèl·lules en divisió com quiescents, 

donant lloc en tots els casos a una expressió transient, conseqüència de la no 

integració en el genoma de l’hoste. Un dels principals inconvenients del vectors 

adenovirals és la seva elevada toxicitat i immunogenicitat127. 

Adenoassociats: Són virus amb una sola cadena d’ADN que es poden integrar 

al genoma de l’hoste i poden infectar tan cèl·lules quiescents com en divisió. 

Aquests virus infecten amb molta eficiència i de manera estable provocant una 

baixa immunogenicitat. Un dels principals inconvenients dels vectors 

adenoassociats és la limitació en la mida del ADN que es pot introduir, així com 

l’elevada dificultat que presenta la seva producció128.  

Retrovirus: Són virus d’una cadena d’ARN amb la capacitat d’integrar-se dins el 

genoma donant lloc a una expressió prolongada del transgen. Els retrovirus 

més utilitzats són els derivats dels oncovirus, com el virus de la leucèmia en 
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ratolins o lentivirus. Dins dels lentivirus, els més utilitzats són els derivats dels 

virus de la immunodeficiència en humans129, primats i felins130. Els lentivirus 

són capaços d’infectar tan cèl·lules en divisió com quiescents131. La seva 

habilitat d’integrar-se al genoma fa que els gens exògens no es dilueixin com a 

resultat de la divisió cel·lular. Genèticament, els lentivirus estan constituïts per 3 

gens indispensables per la replicació i integració. Aquests gens es coneixen 

com gag, pol i env. Existeixen gens accessoris que contribueixen a una millor 

persistència. En el cas del VIH aquests gens es coneixen com: vif, vpu, vpr i 

nef. El cicle vital d’aquests virus comença amb la unió de la càpsida del virus a 

proteïnes de membrana cel·lular específiques. Un cop assolida la unió, per un 

seguit de mecanismes es produeix la penetració i la denudació de la càpsida a 

l’interior de la cèl·lula, donant lloc a l’alliberació de l’ARN víric al citoplasma 

cel·lular. A continuació es produeix la còpia de l’ARN a ADN mitjançant l’acció 

de l’enzim transcriptasa reversa. Aquest ADN és translocat al nucli cel·lular a 

través del complex del porus nuclear i és integrat en el genoma, on rep el nom 

de provirus. Seguidament, el provirus es transcriu i es tradueix, donant lloc a 

les proteïnes víriques i ARN víric que s’organitzen en el citoplasma cel·lular, per 

donar lloc a nous virus (Fig. 25).  
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Figura 25. Representació simplificada del cicle víric dels retrovirus (adaptat de 
http://imagesbiogeolfxm.free.fr) 
 

 

3.6.2.1  Vectors derivats del VIH per a la teràpia gènica 

 

Els vectors derivats del VIH més primerencs no s’entenien com un vehicle per 

introduir gens, sinó com a eines per a l’estudi de la biologia del VIH. Consistien 

en genomes virals gairebé intactes amb poques delecions en el gen env (que 

codifica per la glicoproteïna de superfície i la proteïna transmembrana del virió) 

i amb la inserció de gens reporters en lloc seu. El gen env era introduït amb un 

plasmidi separat. La titulació d’aquests virus era molt baixa i hi havia un alt risc 

de producció de partícules competents per a la replicació. 

Degut al interès de la utilització de vectors derivats del VIH per a la teràpia 

gènica s’han desenvolupat nous vectors, més segurs, que es descriuen a 

continuació. 
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Figura 26. Organització genòmica del VIH. A partir d’aquesta estructura bàsica es van 
fer delecions per obtenir les diferents generacions de vectors (Daly, G. et al., 2000). 
 

Primera generació 
La primera generació de vectors lentivírics per a l’alliberació de gens implicava 

un sistema d’expressió de tres plasmidis132,133. Amb això es va aconseguir que 

fos molt improbable que hi hagués una recombinació i es produïssin partícules 

competents per a la replicació (Fig. 27). Constava de: 

-Una construcció empaquetadora, amb múltiples atenuacions del provirus del 

VIH per tal d’eliminar les seqüències d’actuació en cis imprescindibles per a 

l’empaquetament, la transcripció reversa i la integració dels transcrits derivats 

del plasmidi d’empaquetament.  

-Una construcció d’envolta, on el gen VSV-G (de l'anglès G glycoprotein of 

vesicular stomatitis virus) podia estar expressat a partir del promotor del 

citomegalovirus (CMV) o a partir de la repetició terminal llarga (LTR, de l'anglès 

long terminal repeat) del virus de la leucèmia murina (MLV, de l'anglès Murine 

Leukemia Virus). La proteïna VSV-G de l’envolta confereix una alta estabilitat a 

les partícules, i permet que es puguin emmagatzemar durant períodes llargs i 

que es puguin concentrar per ultracentrifugació. A més, la VSV-G s’uneix a 

fosfolípids de la membrana cel·lular i permet que els virus entrin amb més 

facilitat. 

-Una construcció de transferència, que conté les seqüències d’activació en cis 

del VIH necessàries per a l’empaquetament, la transcripció reversa i la 

integració del genoma víric. Aquestes seqüències són el senyal 

d’empaquetament, la regió 5’ del gen gag (de grup específic antigen i que 

codifica per les proteïnes estructurals internes del virus ja siguin de la matriu, 

de la càpside o de la nucleocàpside) i el fragment derivat d’env que inclou 

l’element de resposta rev (RRE) que regula el transport de l’ARN i 
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l’empalmament entre els LTR virals. Aquests fragments que inclou el RRE se 

sap que potencien el procés d’empaquetament. A més, té llocs únics de 

restricció que permet la clonació d’ADN heterogeni. 

 
Figura 27. Construcció empaquetadora, construcció d’envolta i vector de transferència 
de la primera generació de vectors virals per a la teràpia gènica. Els gens delecionats 
es mostren de color gris (Adaptada de Daly, G.et al., 2000). 
 

Segona generació  
En la segona generació de vectors lentivírics es va demostrar que la majoria de 

gens vif (que afecta la capacitat infectiva de les partícules víriques), vpu (que 

codifica per les proteïnes de membrana integrals, promocionant l’alliberació 

dels virions), vpr (encarregat de la localització nuclear) i nef (que facilita la 

infecció en les cèl·lules quiescent, augmentant la capacitat infectiva dels 

virions) de la construcció empaquetadora eren prescindibles i que el gen gag 

era suficient perquè es produís aquest procés134. 

 

Tercera generació 
En aquesta generació135, a partir dels canvis anteriors, es va mutar el gen tat 

(que activa la transcripció), veient que aquest era també dispensable, i es va 

substituir el 5’LTR amb un promotor activament constitutiu. A més, el gen rev 

s’expressava des d’un plasmidi diferent, convertint-se en un sistema 

d’expressió de quatre plasmidis. En aquesta generació quedaven, doncs, 

només tres dels nou gens presents en el genoma del virus parental: gag, pol 
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(que codifica pels enzims de transcripció reversa (RT) que conté l’ADN 

polimerasa amb activitats associades ARNasa H i la integrasa) i rev. Tot això 

eliminava la possibilitat que un virus natiu es pogués reconstituir a través de la 

recombinació. 

 

Vectors SIN 
A partir d’aquests coneixements, es va millorar el sistema, eliminant del vector 

els elements transcripcionals del VIH, i es van crear els vectors 

autoinactivadors (SIN, self-inactivating), en els quals s’introduïa una deleció en 

la regió U3 del 3’LTR de l’ADN utilitzat per produir el vector d’ARN. Durant la 

transcripció reversa, aquesta deleció es transfereix al 5’LTR de l’ADN províric, i 

s’aconsegueix que les seqüències localitzades adjacents al lloc d’integració del 

vector no s’expressin de manera aberrant, ja sigui per culpa de l’activitat del 

promotor del 3’LTR o a través d’un efecte potenciador. Amb aquests vectors 

SIN, també s’evita una interferència transcripcional entre el LTR i el promotor 

intern que condueix l’expressió del transgen. 

Els vector derivats del VIH toleren grans delecions de la regió U3 i, fins i tot, 

una eliminació total del promotor viral sense que hi hagi cap pèrdua en la seva 

funcionalitat136-140. També es va demostrar que aquests vectors podien produir 

fins al doble de titulació que els vectors dels quals derivaven141. Els vectors 

SIN, doncs, són els més segurs pels requeriments de les aplicacions clíniques 
142. 
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Principal 
 

- Desenvolupament d'una plataforma d'imatge no invasiva per a l'estudi de la 

regeneració tissular. 

 

Específics 

 

- Creació de vectors lentivírics amb gens reporters quimèrics que expressin 

proteïnes bioluminescents i fluorescents, sota el control transcripcional de diferents 

promotors específics de teixit, que participin en processos de diferenciació.  

 

- Validació in vitro dels diferents vectors lentivírics aplicant tècniques d’imatge no 

invasiva mitjançant la BLI.  

 

- Validació in vivo de la plataforma d'imatge, utilitzant un model de regeneració òssia. 

 

- Aplicació de la plataforma d'imatge al desenvolupament de procediments d'ET per 

a la regeneració de lesions en teixit cardíac.    
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1. CULTIUS CEL·LULARS 
�

1.1  TIPUS CEL·LULARS 
�

1.1.1 293T 
�
La línia cel·lular humana 293T, que deriva de ronyó embrionari i expressa 

constitutivament l’antigen SV40 large T, s’obtingué a partir de l’American Type 

Culture Collection (ATCC, Rockville, EUA). Aquesta línia, que és altament 

transfectable, es va utilitzar al llarg d’aquesta tesi com a empaquetadora de 

virus, mitjançant transfeccions transitòries.  

 

1.1.2 Cèl·lules mare adultes mesenquimals derivades de teixit 
adipós: 
 

- Lipoaspirat  subdèrmic de maluc (ATDPCs de l'anglès Adipsose tissue 

derived progenitor cells). 

 

Les ATDPCs s’obtingueren de pacients amb un índex de massa corporal 

superior a 25, sotmeses a una liposucció subdèrmica de maluc. El protocol 

seguit per al seu aïllament es descriu a continuació: 

 

*  Rentar cinc vegades el lipoaspirat amb tampó de fosfat salí (PBS, de l'anglès 

Phosphate-buffered saline) 1X i incubar amb 1 volum de col·lagenasa I al 

0,075% (Sigma, Steinheim, Alemanya) durant 30 minuts a 37ºC amb agitació.  

* Inactivar la col·lagenasa mitjançant 1 volum de DMEM (de l'anglès, 

Dulbecco’s modified eagle media-high glucose) (Sigma) amb un 10% de SBF 

(sèrum boví fetal) (Sigma).  

* Centrifugar a 450 g durant 10 minuts i rentar el precipitat amb 50 ml de 

solució de Ringer. 

* Recompondre amb 10 ml de clorur d’amoni 0,16 M i deixar a temperatura 

ambient durant 10 minuts per tal de llisar els eritròcits.  
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* Centrifugar a 450 g durant 10 minuts i el precipitat es recompon en medi 

complet (DMEM (Sigma) + 10% SBF (Sigma) + 1% penicilina-streptomicina 

(P/S) (Sigma)). 

* Sembrar en flascó i cultivar a 37ºC en atmosfera al 5% CO2.  

* A les 24 hores, retirar el medi per eliminar les cèl·lules que no s'han adherit i 

afegir medi complet fresc. 

 

- greix epicàrdic (ATDPC cardíaques) i subcutani (ATDPC subcutànies). 

 

El greix epicàrdic (0,5 -1 g) s’obté en cirurgies cardíaques rutinàries de la base  

de l’artèria aorta. En la mateixa cirurgia s’obté també, el greix subcutani (≈ 5 g)  

que s'extreu d'entre la pell i l’estern. En ambdós tipus de teixit adipós es 

segueix el mateix protocol d’aïllament cel·lular (protocol adaptat a partir del 

descrit per Martinez-Estrada i col143: 

 

* Rentar repetidament el fragment de greix amb PBS per eliminar la sang del  

teixit.  

* Tallar en petits fragments eliminant tots els vasos possibles per reduir la 

contaminació amb cèl·lules endotelials.  

* Digerir durant 30 min a 37ºC i agitació constant amb 10 ml de solució estèril  

0,05% de col·lagenasa II (Sigma) (5 mg col·lagenasa / 10 ml α-MEM (Sigma)). 

Cada 10 min s’ajudarà a disgregar mecànicament pipetejant amb una pipeta de 

25 ml. 

* Afegir 20 ml de medi complet per inactivar la col·lagenasa.  

* Centrifugar la suspensió cel·lular durant 10 min a 1200xg.  

* Eliminar el sobrenedant i recompondre el botó amb 10 ml de medi complet.  

* Sembrar en flascó i cultivar a 37ºC en atmosfera al 5% CO2.  

* A les 24h retirar el medi per eliminar les cèl·lules que no s’han enganxat i 

afegir medi complet fresc. 
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Les cèl·lules mare humanes mesenquimals derivades de cordó umbilical 

(UCBMSC), es varen obtenir seguint el protocol adaptat de144 i que es descriu a 

continuació: 

 

* Centrifugar a 400 g durant 5 min la sang de cordó umbilical (60-100 ml)  i 

recompondre el precipitat en 30 ml de PBS lliure de calci i magnesi. 

* La suspensió es diposita sobre 1,077 g/ml de Lymphoprep (Nycomed Inc, 

Oslo, Norway) i es centrifuga a 400 g durant 30 minuts. 

* El precipitat resultant es recompon en Pharm-Lyse (BD Biosciences, San 

Diego, CA) durant 15 minuts per eliminar les restes de cèl·lules mononuclears. 

* Les cèl·lules restants es cultiven en flascons a 37ºC en atmosfera al 5% CO2 i 

en medi DMEM complementat amb el 30% SBF, 1% P/S i 107 mol/L de 

dexametasona (Sigma). 

* Les cèl·lules adherides es tripsinitzen i es tornen a cultivar com a cultiu primari 

en flascons i medi complet (DMEM + 10% SBF + 1% P/S) 

 

1.2 CONDICIONS DE CULTIU I MEDIS DE CULTIU 
 

Un cop s’han establert els diferents cultius primaris, el medi de cultiu es canvia 

cada 3-4 dies. Els cultius es mantenen fins a arribar a un 70% de confluència, 

es tripsinitzen i es ressembren a una concentració de 1000 cèl·lules 

viables/cm2. En tots els casos els cultius es mantenen a 37ºC i una atmosfera 

del 5% CO2.   

El medi de cultiu emprat es descriu a continuació: 

 

-DMEM 4500 glucosa (Sigma)  

-2 mM L-glutamina (Sigma) 

-50 u/ml P/S (Sigma) 

-10% SBF (Sigma) 

En el cas dels cultius amb 293-T s’afegeix: 

-25 mM Hepes (Sigma)  



����������������������������������������������������������������������������������������������������������������:&%��+&(-�+�:6%*��-�
�
�

� .�

1.3 CONGELACIÓ CEL·LULAR  
�

El medi de congelació conté: 

-90% de SBF (Sigma) 

-10 % dimetil sulfòxid (DMSO) (Sigma) 

 

Abans de recompondre els precipitats cel·lulars, el medi de congelació es 

manté a 4ºC durant 15 minuts. La concentració cel·lular és de 1 x 106 

cèl·lules/ml. Es fan alíquotes d’un ml en criotubs que es passen a les caixes de 

criocongelació a -80ºC. Després de 48 hores, les cèl·lules es guarden en 

nitrogen líquid per a una conservació permanent. 

 

1.4  ESTUDIS DE DIFERENCIACIÓ I ESTAT D’HIPÒXIA IN VITRO 
�

1.4.1 Diferenciació adipogènica  
 

Per a la diferenciació in vitro de les cèl·lules mesenquimals al llinatge 

adipogènic, les cèl·lules són cultivades en el medi de diferenciació StemPro 

adipogenic diferentiation Kit (Invitrogen Inc, Carlsbad, CA) i en les condicions 

de cultiu recomanades pel proveïdor (www.invitrogen.com/support). Les 

cèl·lules es cultiven a una densitat de 1x104 cèl·lules/cm2 en plaques de 12 

pous durant 14 dies, canviant cada 3 dies per medi fresc de diferenciació. Com 

a control s’utilitzen les mateixes cèl·lules cultivades en medi de cultiu estàndard 

(DMEM, 10% SBF i P/S) durant el mateix període de temps. 

 

Anàlisi de la diferenciació adipogènica:  

 

S'utilitza el colorant liposoluble Oil Red O per a la detecció de triglicèrids, àcids 

grassos i lipoproteïnes intracel·lulars. Aquest colorant dóna una tinció 

vermellosa.  
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Protocol: 

 

* Rentar les cèl·lules amb PBS 1X i fixar amb paraformaldehid (Sigma) al 4% 

durant 1 hora. 

* Rentar les cèl·lules fixades amb isopropanol (Panreac S.A, Castellar del 

Vallès, Espanya) al 60% durant 1 minut. 

* Tenyir amb solució Oil Red O (60 ml de la solució estoc, que és una solució 

saturada d’Oil Red O en isopropanol 100%, amb 40 ml d’aigua destil·lada). 

* Rentar  dues vegades amb isopropanol 60% durant 1 minut. 

* Rentar amb aigua destil·lada durant 5 minuts. 

* Tenyir els nuclis mitjançant hematoxilina de Mayer (Sigma) durant 2-3 minuts.  

* Rentar amb aigua durant 3 minuts i seguidament amb aigua destil·lada 3 

minuts més. 

* Observar al microscopi de contrast de fases. 

 

1.4.2  Diferenciació osteogènica  
 

Per a la diferenciació in vitro al llinatge osteogènic, les cèl·lules mesenquimals 

són cultivades en el medi de diferenciació StemPro osteogenesis diferentiation 

Kit (Invitrogen), en les condicions de cultiu recomanades pel proveïdor 

(www.invitrogen.com/support ).  

Les cèl·lules es cultiven a una densitat de 5x103 cèl·lules/cm2 en plaques de 12 

pous durant 14 dies, canviant cada 3 dies per medi fresc de diferenciació. Com 

a control s’utilitzen les mateixes cèl·lules cultivades en medi de cultiu estàndard 

(DMEM, 10% SBF i P/S) durant el mateix període de temps. 

 

Anàlisi de la diferenciació osteogènica:  

 

-Es basa en la detecció de la deposició en el cultiu de matriu extracel·lular 

calcificada, característica típica dels osteoblasts, mitjançant la tinció específica 

amb el colorant vermell d’alizarina146 i posterior observació al microscopi de 

contrast de fases.  
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Protocol:  

 

* Retirar el medi osteogènic.  

* Rentar 3 cops amb PBS per eliminar les restes de medi i SBF.  

* Fixar amb PFA al 4% durant 10 min a Tª ambient.  

* Rentar 3 cops amb aigua destil·lada.  

* Tenyir amb una solució al 1% de vermell d’alizarina (Merk Inc, Darmstadt, 

Alemanya) en aigua destil·lada durant 10 min.  

* Rentar 3 cops amb aigua destil·lada.  

* Observar al microscopi de contrast de fases. 

 

- Alternativament s’analitza el grau de diferenciació osteogènica a partir de 

l’anàlisi per PCR a temps real (veure apartat 5.7 Real time PCR) del gen que 

codifica per la proteïna osteocalcina (BGLAP), associada a la mineralització de 

la matriu òssia. 

 

1.4.3  Diferenciació endotelial  
 

La diferenciació endotelial de les cèl·lules mesenquimals es va dur a terme 

mitjançant dos processos:   

 

a. Cultivant les cèl·lules amb medi EGM-2 (Lonza Walkersville, Inc.; ref. CC-

3162) durant 14 dies. Aquest medi conté els factors EGF, hidrocortisona, 

VEGF, bFGF, R3-IGF-1, àcid ascòrbic i heparina que s’ha demostrat que 

afavoreixen la diferenciació endotelial en diferents tipus cel·lulars147, 148, 149. 

Com a control s’utilitzen les mateixes cèl·lules cultivades en medi de cultiu 

estàndard (DMEM, 10% SBF i P/S) durant el mateix període de temps. 

 

b. Assaig de formació de tubs in vitro. Es basa en la propietat de les cèl·lules 

endotelials per formar estructures tubulars quan són cultivades en una matriu 

de suport gelificada com les obtingudes a partir de proteïnes derivades de 

tumor Engelbreth Holm-Swarm (EHS) de ratolí (ECMatrixTM o MatrigelTM) (BD 

Bioscience Inc, Franklin Lakes, New Jersey, EUA) 
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Aquesta matriu, que està considerada com la membrana basal generada a 

partir d’un sarcoma de ratolí, no només conté els components de la membrana 

basal (col·lagen, laminina i proteoglicans) sinó també enzims proteolítics 

(plasminogen, tPA, MMPs), els seus inhibidors i factors de creixement (TGF-β, 

FGF). El MatrigelTM que solidifica a temperatura ambient, es manté en fred 

durant la seva manipulació.  

 

Protocol: 

 

* Dipositar 50 μl de la solució de MatrigelTM per pou en placa de 96. Incubar a 

37ºC durant 30 minuts 

* Cultivar sobre la superfície del MatrigelTM 1x104 cèl·lules en un volum de 100 

μl d’ EGM-2. 

* Durant 7 hores fer seguiment de la formació d’estructures tubulars en 

microscopi de contrast de fase. 

 

Anàlisi de la diferenciació endotelial:  

 

-El grau de diferenciació endotelial es comprova analitzant per PCR a temps 

real l'expressió d'un conjunt de gens endotelials (CD34150, CD36151, CD102152, 

VEGF153, vWF154, VEGFR2155), moduladors angiogènics (PECAM/CD31156, 

EGR-3157, Eph-B2158) i moduladors vasculogènics (ILK159 i SDF-1α160) (veure 

apartat 5.7 Real time PCR). 

 

- Alternativament es poden utilitzar tècniques basades en la incorporació de Dil-

Ac-LDL, una lipoproteïna acetilada de baixa densitat que és incorporada de 

manera específica per les cèl·lules endotelials161. La Ac-LDL es marca amb el 

fluoròfor Dil de manera que, quan la lipoproteïna és degradada per les enzimes 

lisosomals, s’acumula a les membranes intracel·lulars i pot ser detectada per 

microscòpia de fluorescència.  
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Protocol de marcatge:  

 

* Diluir la Dil-Ac-LDL (Biomedical Technologies Inc, Stoughton, MA, EUA) a 10 

µg/ml en medi complet de cultiu.  

* Afegir a les cèl·lules en cultiu i incubar durant 4h a 37ºC.  

* Retirar el medi.  

* Rentar 3 vegades amb PBS.  

* Fixar amb 4% PFA durant 10 min a Tª ambient.  

* Rentar 3 vegades amb PBS.  

* Observar al microscopi de fluorescència.  

 

2 MARCATGE CEL·LULAR  
 

2.1  CONSTRUCCIONS PLASMÍDIQUES 
 

El marcatge estable de cèl·lules amb proteïnes bioluminescents i fluorescents 

es va fer mitjançant vectors vírics. Com que la majoria de cèl·lules utilitzades no 

es dividien amb gran rapidesa, el sistema que es va emprar va ser el sistema 

lentivíric. 

Per a totes les construccions es va partir de l’esquelet lentivíric de transferència 

SIN, Plox/Twgfp cedit pel doctor D. Trono (École Polytechnique Fédérate de 

Lausanne), d’on es va extreure el fragment XhoI-KpnI, al qual es va clonar un 

polilligador amb diferents dianes de restricció que feien més fàcils les 

clonacions posteriors. 

 

2.1.1. Construcció PLox:PLuc:eGFP 
 

El vector lentivíric pLox:PLuc:eGFP, amb el gen  traçador que codifica per la 

proteïna quimèrica formada per una proteïna bioluminescent (PLuc) i una 

proteïna fluorescent (eGFP), es va obtenir emprant tècniques clàssiques de 

biologia molecular. El gen PLuc es va extreure del plàsmid pGL4.10:PLuc 

(Promega Corporation, Madison, WI) amb els primers:  
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5’-CTCGAGATGGAAGATGCCAAAAACATTAAGAAG-3’  

5’-AGATCTCCATGGAGGCGATCTTGCCGCCCTTC-3’ 

El producte d'amplificació es va clonar en el plàsmid pCR2.11 (Invitrogen). A 

continuació, es va digerir amb els enzims de restricció NcoI/SpeI i es va clonar 

en el plàsmid pEGFP (Clontech Inc, Shiga, Japó) prèviament digerit amb els 

enzims NcoI/XbaI. Finalment, el grup format per la fusió dels dos gens es va 

extreure del plàsmid pEGFP digerint amb enzim EcoRI i clonant aquest en el 

vector lentivíric Plox prèviament digerit amb EcoRI.    

 

2.1.2 Construcció PLox:hOCp:PLuc:eGFP 
 

El promotor humà del gen de l’osteocalcina (hOCp) es va  obtenir a partir de la 

PCR en l'ADN genòmic humà emprant els següents primers162:  

5’-CTGCAGGGTCAGGAGGAGAAT-3’ 

5`-GGGCTGCTGCTCAGGACT-3’  

El fragment resultant de 800pb es va clonar en el plàsmid pCR2.11. Finalment, 

es va extreure la zona promotora del plàsmid pCR2.11 digerint aquest amb 

enzims de restricció XbaI/SpeI i clonat el fragment resultant en el vector 

lentivíric pLox:PLuc:eGFP prèviament digerit amb SpeI. 

 

 

 

2.1.3 Construcció PLox:hPECAMp:PLuc:eGFP 
 

El promotor humà del gen que codifica per la molècula d’adhesió cel·lular 

endotelial (hPECAM-1p), va ser cedit  pel Dr. Carmelo Bernabéu (Centro de 

Investigaciones Biológicas CSIC, Madrid) i clonat en el vector lentivírc 

pLox:PLuc:eGFP mitjançant la utilització dels enzims de restricció XbaI/SpeI i 

SpeI, respectivament. 
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2.1.4 Construcció PLox:HRE-12p:PLuc:eGFP 
 

El promotor HRE-12p està format per la repetició de 12 fragments. Cada 

fragment està format per diferents zones promotores que responen a hipòxia i 

controlen la transcripció dels gens PGK1, ENO1 i LDHA. Per a la seva 

obtenció, es va realitzar l’aparellament de dues monocadenes d'ADN 

complementàries de 79 nucleòtids: 

5’-ctagaggacgtgacaaacagaagccacacgtcctagggacgtggggagtgcgtgaggagtacgtga 

ggacacgtgggta-3'  

5’-ctagtacccacgtgtcctcacgtactcctcacgcactccccacgtccctaggacgtgtggcttctgtttgtca 

cgtcct-3' 

La seva unió permet obtenir un fragment de doble cadena d’ADN (monòmer) 

amb extrems compatibles XbaI i SpeI, tal i com es descriu en163. Després de la 

lligació dels propis monòmers entre si, es va seleccionar el fragment 

corresponent a la unió de 12 còpies del monòmer (HRE-12p), a partir d’un gel 

d’agarosa al 1%. Finalment, el fragment HRE-12p, es va clonar en el vector 

lentivíric pLox:PLuc:eGFP prèviament digerit amb SpeI. 

 

 

 
�

2.1.5  Construcció PLox:hcTnIp:PLuc:eGFP 
�
El promotor humà del gen de la troponina I humana (hcTnIp) es va  obtenir a 

partir de la PCR realitzada en ADN genòmic humà emprant els següents 

primers164:  
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5’-TCCTTGTGTGAGGGAGTGG-3’ 

 5`-GGGTGACCTTCAGGGTCC-3’ 

 

El fragment resultant de 340 pb es va clonar en el plàsmid pCR2.11. Finalment, 

es va extreure la zona promotora del plàsmid pCR2.11 digerint aquest amb 

enzims de restricció XbaI/SpeI i clonat el fragment resultant en el vector 

lentivíric pLox:PLuc:eGFP prèviament digerit amb SpeI. 

 

 
 

2.1.6  Construcció CMV:hrl:mrfp  
�
La construcció CMV:hrl:mrfp, cedida pel Dr. S. S. Gambhir (Standford 

University, EUA), conté la quimera formada pel gen reporter que codifica per la 

proteïna bioluminescent RLuc i el gen reporter que codifica per la RFP, 

transcripcionalment regulats pel promotor constitutiu CMV 97,165 . 

 

 

 
 

 

2.2  PRODUCCIÓ DE PARTÍCULES VÍRIQUES  

 

Protocol: 

 

* Sembrar 3 x 106 cèl·lules 293T en plaques de 10 cm2 de superfície, 

prèviament tractades amb 5 µg/ml de poli-D-lisina (Sigma) per tal d'augmentar 

l'adherència de les cèl·lules al plàstic. 
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* 24 hores després i 2 hores abans de la transfecció de les cèl·lules, canviar de 

medi i afegir 9 ml de medi fresc. 

* El vector de transferència (pLOX SIN), amb els diferents gens clonats, el 

plasmidi d’envolta pMD-G-VSV-G env i el plasmidi d’empaquetament 

pCMVDR8.2 es barregen amb una proporció de 20 µg, 5 µg i 15 µg, 

respectivament, amb H20 estèril fins un volum final de 450 µl. 

* Afegir 50 µl de clorur de calci (Sigma) 2,5 M, prèviament escalfat a 

temperatura ambient,  a la mescla d’ADN i H20. 

* Amb una pipeta Pasteur, afegir aquesta barreja gota a gota a 500 µl de 

HEPES 2X (pH 7) a temperatura ambient i en agitació, deixant immòbil durant 

20 min. 

* La barreja final s’afegeix, també gota a gota, sobre la placa sembrada amb les 

293T mentre es va movent lleugerament.  

* Deixar les cèl·lules més precipitat durant 16 hores a 37ºC i al 5% de CO2. 

* Després de 16 hores de cultiu, es retira el medi de precipitació, es renten les 

cèl·lules amb PBS 1X i s’afegeix medi de cultiu sense SBF. 

* 48 hores després, es recull el medi i es centrifuga a 400xg durant 10 minuts 

per eliminar les restes cel·lulars i el sobrenedant es filtra mitjançant un filtre de 

0,45 µm. Posteriorment, es fa una ultracentrifugació a 26.000 rpm a 4ºC durant 

90 minuts amb un rotor SW41.Ti en una ultracentrífuga L-100xp (Beckman 

Coulter, Fullerton, EUA) per tal de concentrar els virus. 

* El precipitat obtingut es recompon amb PBS 1X (amb Mg2+) i es congela amb 

alíquotes a -80ºC. 

 

Titulació de partícules víriques 

 

La titulació de partícules víriques es fa mitjançant un assaig  immunoabsorvent 

lligat a enzims (ELISA) de l’antigen p24 del VIH (EIA, Beckman Coulter). 

 

* Dipositar alíquotes de les mostres i dels controls en una placa de 96 pous 

juntament amb el tampó de lisi, i s’incuba durant 1 hora a 37ºC. S’aspira el 

medi i es renten els pous amb el tampó de rentat 6 vegades durant 30 segons. 
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* Afegir 200 µl de reactiu de biotina anti-VIH-1 humà reconstituït, a excepció del 

pou utilitzat com a blanc, i deixar 1 hora a 37ºC. Seguidament, aspirar el medi i 

rentar els pous 6 vegades durant 30 segons amb el tampó de rentat. 

* Afegir 200 µl de SA-HRPO (conjugat d’estreptavidina i peroxidasa de rave) a 

tots els pous a excepció del blanc i incubar a 37ºC durant 30 minuts. Rentar els 

pous, tal com s’ha fet prèviament. 

* Finalment, afegir el reactiu TMB (que conté tetrametilbenzidina i peròxid 

d’hidrogen)  i incubar a la foscor durant 30 minuts mentre reacciona amb els 

complexos de peroxidasa. Es para la reacció mitjançant l’adició d’àcid CSR-1 

(4NH2SO4). 

* L’absorbància de la coloració es mesura amb un espectrofotòmetre a 450/570 

nm. Els resultats s’obtenen amb pg/ml de quantitat de proteïna VIH-1 p24. En 

les nostres condicions de transfecció, s’obté que 10 ng de p24 corresponen a 

106 unitats transfectants (TU). 

 

2.3 TRANSDUCCIÓ CEL·LULAR 
 

Per marcar les cèl·lules desitjades de manera permanent, mitjançant les 

partícules lentivíriques, es segueix el següent protocol: 

 

*  Les cèl·lules mesenquimals es sembren a 5000 cèl·lules/cm2 en placa de 12 

pous. 

* Al medi de les cèl·lules, que conté polybrene (hexadimethrine bromide) 

(Sigma) a una concentració final de 10 µg/ml, s’hi afegeix el virus concentrat 

per tal d’obtenir una MOI (Multiplicitat d’infecció, partícules víriques 

infeccioses/cèl·lula) de 20 (2 x 106 TU/ml) amb un volum final de 500 µl.   

* El medi de transducció es deixa durant 24 hores. Es netegen les cèl·lules amb 

PBS 1X, s’afegeix medi nou i es deixa créixer les cèl·lules. 

* L’eficiència de transducció vírica es determina per la detecció de les proteïnes 

fluorescents mitjançant microscòpia de fluorescència o per citometria de flux. 
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Selecció de les cèl·lules transduides  

 

Les cèl·lules que són positives per fluorescència, es seleccionen mitjançant la 

separació de cèl·lules activada per fluorescència (FACS, de l'anglès 

fluorescence-activated cell sorting). La selecció va del 10% al 5% mes marcat 

depenent de la capacitat proliferant del tipus cel·lular.  

 

3. ESTRUCTURES TRIDIMENSIONALS 
�

3.1 MATRIGEL 
 

Protocol: 

 

* Anestesiar el ratolí mitjançant una injecció intraperitoneal (IP) amb 100 mg/kg 

de ketamina i 3,3 mg/kg de xilacina. 

* Barrejar 100 μl de MatrigelTM amb 3x105 cèl·lules totals diluïdes en 100 μl de 

PBS. Al ser la temperatura el catalitzador de la polimerització de la matriu, el 

procés és realitzat en fred. 

* Injectar en la zona dorsal subcutània del ratolí la barreja MatrigelTM i cèl·lules, 

utilitzant una agulla de 21G.  

 

3.2 FIBRINA  
 

Protocol: 

 

* Barrejar 1,5x106  cèl·lules totals en 8 μl de la solució amb fibrinogen (Tissucol 

Tissucol Duo Baxter Inc, Heidelberg, Germany). 

* A la suspensió cel·lular resultant afegir 8 μl de la solució amb trombina per 

donar lloc a la formació del polímer de fibrina. 

* Trasplantar en cor de ratolins com es descriu en apartat 4.2.1 Procediment 

quirúrgic en model d’infart. 
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3.3 DBM (Matriu d’os desmineralitzat, de l'anglès demineralized bone matrix) 

 

Amb la finalitat de seguir el procés de diferenciació a os in vivo, s’utilitza el 

model de càmeres DBM. Aquestes càmeres, construïdes i cedides pel doctor 

J.A. Andrades166,167 (Universidad de Màlaga), s’implanten dorsalment al llarg de 

l’esquena de ratolins SCID. S’implanten 3 DBM per ratolí. El protocol que es 

segueix és el següent: 

 

* Anestesiar els ratolins mitjançant una injecció IP amb 100 mg/kg de ketamina 

i 3,3 mg/kg de xilacina. 

* Administrar analgèsia (0,05 mg/kg de buprenorfina (Schering-Plough, 

Kenilworht, EUA)) mitjançant una injecció subcutània (SC). 

* Depilar la zona on es volen implantar els DBM i aplicar antisèptic (povidone-

iodine, Braun, Melsugnen, Alemanya). 

* Realitzar una incisió a la pell de l’esquena i introduir de manera subcutània el 

material, mitjançant unes pinces. 

* Cosir la pell amb sutures de seda trenades 5-0 (Mersilk, Ethicon, New 

Brunswick, EUA). 

* Els implants es deixen durant una setmana abans de la implantació de les 

cèl·lules, amb la finalitat de donar temps a la formació de vasos al seu entorn i 

oferir un ambient adient per a la supervivència cel·lular. Així doncs, després 

d’una setmana, s’inoculen dins les càmeres de DBM 3 x 105 cèl·lules  (hAMSC) 

recompostes en 15 µl de DMEM, per una de les membranes laterals utilitzant 

una xeringa de 0,5 ml. 

4 MODELS ANIMALS 
�

4.1  RATOLINS 
 

Els animals que s’han utilitzat al llarg d’aquesta tesi han estat mantinguts en un 

ambient lliure de patògens.  

Tots els procediments amb animals aplicats al llarg dels diferents estudis van 

ser aprovats pel comitè ètic del Centre d’Investigació Cardiovascular (CIC) i per 
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la Generalitat de Catalunya. Els investigadors han seguit la Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals of the Institute of Laboratory Animal Research 

(Publicació del NIH nº 86-23, Revisió de 1996).  
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Els ratolins SCID (de l'anglès Severe Combined Immunodeficiency) es 

caracteritzen per la incapacitat de poder donar una resposta immune apropiada 

a causa de l’absència o defectuositat dels limfòcits T i B, degut a una mutació 

recessiva en el cromosoma 16.  A nivell funcional, aquesta mutació provoca 

que el sistema immunològic no maduri i aquests ratolins no poden combatre 

infeccions ni rebutjar tumors o trasplantaments. 

 

4.2 MODEL IN VIVO D’INFART DE MIOCARDI  
 

El model d’infart de miocardi en ratolí es realitza mitjançant la lligadura 

permanent de l’artèria coronària anterior esquerra descrita per primera vegada 

en un model de rata realitzat per Pfeffer i col. el 1979168 i més endavant en el 

model de ratolí per Michael i col. el 1995169. En aquests models, els canvis 

histològics després d’una oclusió total coronària són similars als observats en 

humans després d’un IAM (infart agut de miocardi) no tractat, però en canvi, es 

desenvolupen en un marc temporal més breu i inclouen una menor infiltració de 

cèl·lules polimorfonucleades170, 171. 

El nostre estudi es va realitzar en ratolins femella SCID de 12 setmanes d’edat i 

d’un pes comprés entre els 20 i 24g (Charles River laboratories inc, Wilmington, 

Mass, EUA). Els animals van ser alimentats ad libitum.  
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4.2.1 Procediment quirúrgic en model d’infart  
�
�
Material:   

- 2X Pinces Adson (FST, Fine Science Tools, Vancouver, Canadà) rectes de 12 cm de 

llargada total.  

- 2X Pinces Bishop-Harman serrades de 8,5 cm de llargada total (FST)  

- 1X Pinces Supergrip (punta ampla) (FST) 

- 2X Portagulles Cohan–mini corbats  

- Pinces i tisores. 

- Pomada oftàlmica. 

- Sutura Ethicon Cardiovascular (Johnson-Johnson comp., Nwe Brunswick, NJ, EUA) 

de 7-0 de seda negra amb dues agulles per sutura del tipus BV-1.  

- Sutura monofilament de polipropilè de 6-0 no reabsorbible amb dues agulles Ethicon 

tipus C-1.  

- Lidocaïna injectable (1%), 100 ml. Vedco (St. Joseph, MO, EUA) 

- Buprenorfina, Buprex (Schering Plough Corp., Kenilworth, New Jersey, EUA) 0,3mg. 

- Cola quirúrgica intraoperatoria. GLUBRAN2 (GEM, S.r.l.). 

- Cola quirúrgica Histoacryl® (Braun, Kronberg, Alemanya) 

- Dispensador d’isofluorà i tanc d’oxigen  

- Lupa  

- Respirador amb control de pressió, model TOPO (Kent Scientific Corporation, San 

Diego, CA, EUA)  

 

Protocol: 

 

* Anestesiar el ratolí amb isoflurà amb el vaporitzador. Per fer-ho, col·locar 

l’animal en una cambra d’aïllament i realitzar la inducció durant 1 min 

aproximadament amb 5% d’isoflurà en 100% oxigen. Seguidament, 

subministrar un 2% d’isoflurà en 100% d'oxigen mitjançant un con nasal i 

mantenir l’anestèsia de l’animal per que respiri espontàniament. Aplicar solució 

o pomada oftàlmica per evitar la sequedat als ulls. 

* Rasurar el coll i el costat esquerre del pit del ratolí. 

* Netejar les àrees amb solució iodada i etanol al 70%. 

* Injectar buprenorfina (0,1-0,5 mg/Kg) subcutàniament com a analgèsic.  
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* Per a la intubació, exposarem la tràquea 

amb la finalitat de visualitzar el correcte 

recorregut del tub per la mateixa i evitar 

introduir-lo a l’esòfag. Es fa una incisió de 0,5 

cm al coll (0,5 cm per sota de la boca) i es 

separa la pell, les glàndules i la musculatura 

que envolta la tràquea amb els retractors. 

Subjectar la llengua del ratolí amb unes 

pinces corbades i moure-la cap a un costat. 

Suaument introduir per la tràquea el tub del 

respirador (20G). En cas de dificultats per 

introduir el catèter, aplicar, amb un pinzell, 

una solució de lidocaïna 1% a la tràquea.  

* Configurar el respirador a 90 respiracions/min i a un volum total de 0,1 ml per 

a un ratolí de 30 g. Ventilar l’animal amb 2% d’isoflurà en 100% oxigen durant 

tot el procediment quirúrgic. Treure els retractors i hidratar la ferida amb solució 

salina per evitar la sequedat fins que se suturi al final de la cirurgia. 

* Dur a terme una incisió vertical de 1 cm paral·lela a l’estern en el costat 

esquerre de l’animal i retirar els músculs pectorals subjacents. Exposar el cor 

entrant a la cavitat pectoral a través 

del quart espai intercostal retirant les 

costelles adjacents. Pessigar el 

pericardi amb els fòrceps Bishop-

Harman i realitzar un petit forat per 

retirar-lo. Localitzar l’artèria coronària 

descendent anterior esquerre i ocluir-

la lligant-la amb una sutura de 7-0 (fer 

un doble nus i dos de simples) per 

provocar un infart de miocardi (MI). El 

teixit per sota la lligadura esdevindrà pàl·lid. És important realitzar la lligadura a 

més d’un mil·límetre de l’aurícula, d’altra manera l’infart serà massa gran per 

què l’animal sobrevisqui.  

 

Figura 28.  Exposició de la 
tràquea per a la posterior 
intubació 

Figura 29.  Incisió vertical per exposició 
del cor 

�
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Figura 30. Imatge esquerra amb sutura envoltant artèria coronària descendent. 
Imatge dreta sutura amb doble nus i dos de simples ocluint l’artèria coronària 
descendent 

 

* Es col·loca sobre la zona infartada la matriu de fibrina que inclou les cèl·lules 

a estudi. Per tal d’assegurar que la matriu quedi adherida a la zona de la lesió, 

es fixa la mateixa al cor emprant cola quirúrgica (GLUBRAN2, GEM, S.r.l., 

Viareggio, LU, Itàlia).  

 

�

Figura 31. Imatge representativa de cor de ratolí infartat a partir de la lligadura de 
l’artèria coronària descendent anterior esquerre (A) (fletxa blanca indicant zona 
lligadura), i posterior trasplantament en la zona de la lesió de la fibrina amb cèl·lules 
(B) (en vermell). Barra a escala 1mm. 

   

* Tancar el pit de l’animal primer, suturant les costelles adjacents entre elles i 

després la pell com a segona capa utilitzant prolene 6-0. De manera gradual, 

reduir el % d’isoflurà mentre es va tancant l’animal per què hi hagi una 

recuperació més ràpida. 

 



����������������������������������������������������������������������������������������������������������������:&%��+&(-�+�:6%*��-�
�
�

� @@

�

           Figura 32. Procés de sutura de les costelles adjacents (esquerra) i sutura final 
(dreta) 

 

* Injectar 0,5 ml de solució salina subcutàniament per prevenir la deshidratació 

de l’animal. Després d’apagar l’anestèsia, retirar el catèter de la tràquea i 

ventilar l’animal amb oxigen al 100% fins que recuperi el coneixement. Per tal 

de contrarestar la possible hipotèrmia provocada per l’anestèsia mantenir 

l’animal calent amb una alfombreta calefactada.  

* Realitzar un seguiment de la ferida, administrar analgèsia i tractar possibles 

infeccions amb un antibiòtic (administració parenteral d’enrofloxacina (Baytril®, 

Bayer HealhCare AG, Leverkusen, Alemanya) 85 mg/Kg durant 14 dies).  

 

4.2.2. Cirurgia aguda terminal  
 

La cirurgia aguda terminal va ser realitzada als 30 dies post implantació amb la 

finalitat de retirar els cors dels ratolins per a posteriors anàlisis. 

 

Protocol: 

 

* Anestesiar l’animal amb anestèsia inhalatòria isoflurà al 5% utilitzant el 

vaporitzador.  

* Obrir la cavitat pectoral i arrestar el cor amb la solució hipercalcèmica d’arrest 

freda de Krebs-Henseleit modificada** (conté butanodiona monoxima per 

bloquejar la contracció) injectant-la al ventricle esquerre a través de l’àpex. 

Injectar de 0,3-0,5 ml per evitar la sobrecàrrega del ventricle esquerre. Aquest 

mètode d’eutanàsia assegura que el cor estigui en l’estat fisiològic necessari 

per als estudis histològics del cor aïllat (diàstole). 
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* Extreure el cor i fixar en PFA al 4% durant un mínim de 24h a 4ºC. 

Posteriorment, es mantenen en una solució de sucrosa al 30% en PBS fins la 

saturació per tal de criopreservar-los. Per la seva conservació i posterior anàlisi 

histològic es tallen de manera transversal a l’alçada de la lligadura, obtenint un 

segment basal i un apical. Seguidament s’inclouen en OCT (tissue-tek®, 

SAKURA, Torrance, CA, EUA) i es congelen de manera immediata en isopentà 

refredat amb nitrogen líquid. Ràpidament són emmagatzemats al congelador de 

-80ºC. 

**Solució d’arrest Krebs-Henseleit modificada (100ml):  

-NaCl 0,4g  

-KCl 0,44g  

-Glucosa 0,2g  

-NaHCO30,01g  

-BDM 0,3g  

-Heparina (1000U/ml) 1ml  

Nota: Mantenir la solució freda i preparar-la fresca cada vegada.  

�

5. SISTEMES D’ANÀLISI 
�

5.1 IMATGE PER BLI 
�

5.1.1 BLI in vitro  
�

L'anàlisi in vitro de l’emissió de llum en les cèl·lules marcades amb gens que 

codifiquen per a l’expressió de proteïnes bioluminescents, es realitza en 

plaques de 24 pous: 

 

Protocol: 

 

* Eliminar el sobrenedant de cèl·lules en cultiu. 

* Netejar dues vegades amb PBS 1X 
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* Afegir 100 μl del substrat per PLuc o RLuc (Promega). Amb l’objectiu d’evitar 

creuaments en les emissions de llums registrades, l’estudi de l’emissió de cada 

llum es fa en dies consecutius. 

* Col·locar la placa dins de la càmera d’alta eficiència ORCA-2BT  (Hamamatsu 

Photonics, Hamamatsu City, Japó). Durant tot l’estudi es manté la mateixa 

distància per a la presa de la imatge, així com la màxima obertura de l’objectiu.  

* Prendre una imatge del camp clar durant 125 mseg i amb un binning 1 x 1 

(tècnica que aboca el contingut de diferents píxels dels sensor CCD i col·loca el 

resultat d’aquesta suma en un sol píxel de la imatge final, en aquest cas 

matrius de 1 x 1 píxels adjacents). 

* Immediatament després, i sense moure la posició la placa, prendre una 

imatge amb foscor total on es capten els fotons de llum emesos per les 

cèl·lules. El temps i el binning utilitzats són diferents per a cada procediment i 

depenen, tant de la quantitat de cèl·lules com dels fotons emesos per cada una 

d’aquestes cèl·lules.  

 

5.1.2  BLI in vivo no invasiva  
 

Protocol: 

 

* Anestesiar el ratolí mitjançant una injecció IP amb 100 mg/kg de ketamina i 

3,3 mg/kg de xilacina. 

* Administrar IP el substrat de la PLuc, la luciferina. El substrat de la RLuc, la 

colenterazina (CZN), s’administra IV a través de la vena caudal dels ratolins. 

* Immobilitzar el ratolí sobre una peça de metacrilat de color negre i col·locar a 

una determinada distància de l’objectiu de la càmera (HFP-Schneider Xenon 

0,95/25 mm) d’alta eficiència ORCA-2BT (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu 

City, Japó). En cada estudi es manté la distància, però aquesta és diferent 

entre els diversos estudis. La distància emprada depèn tant de l’àrea de 

l’animal on es vol detectar presència de cèl·lules com de la intensitat del senyal 

que produeixen aquestes cèl·lules. Per a tots els estudis, l’objectiu de la 

càmera es troba a la màxima obertura. 
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* Prendre una imatge del camp clar durant 125 milisegons i amb un binning 1 x 

1. 

* Immediatament després, i sense moure la posició de l’animal, prendre una 

imatge amb foscor total on es capten els fotons de llum emesos per les cèl·lules 

implantades en el ratolí. El temps i el binning utilitzats són diferents per a cada 

procediment i depenen, tant de la quantitat de cèl·lules com dels fotons emesos 

per cada una d’aquestes cèl·lules.  

�

5.1.3 Quantificació de fotons a partir de les imatges  
�
La quantificació dels fotons detectats en cada imatge es fa mitjançant el 

programa d’anàlisi d’imatge Wasabi (Hamamatsu Photonics). Els resultats 

s’expressen com a comptes fotònics (PHCs, de l'anglès photon counts).  

 

Protocol: 

 

Mitjançant el programa Wasabi, definir l’àrea d'interés d’on es vol fer el càlcul  

de fotons totals i extreure de la memòria de la imatge els PHC captats. 

D’aquesta manera, s’obté un nombre total de PHC de l’àrea d’estudi.  

A la vegada, extreure el nombre del total de PHC d’una àrea de la mateixa 

imatge on no hi hagi senyal detectable. Això és el que es coneix com a soroll 

de fons. 

El càlcul net de PHC de l’àrea que es vol estudiar es fa aplicant la següent 

fórmula: 

 

PHC = (PHC totals de l’àrea d’interés)- [(mitjana de PHC del soroll de fons) X 

(nombre total de píxels de l’àrea d’estudi)] 

 

En els estudis on ha estat necessari, es normalitzen tots els valors de PHC 

obtinguts durant l’experiment respecte als del dia inicial. 
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5.2 ANÀLISI FUNCIONAL: ECOCARDIOGRAMA  
 

La funció cardíaca dels ratolins es va avaluar mitjançant ecocardiografia  

transtoràcica realitzada amb un ecocardiògraf (Vivid 7, GE Healthcare, Little 

Chalfont, Buckinghamshire, GB) equipat amb un transductor lineal de 10 MHz. 

Es van  adquirir mesures basals (1 dia abans del MI), postIAM (2 dies després 

del MI) i a 2 i 4 setmanes post MI. Es van realitzar ecocardiografies mode M i 

bidimensionals a nivell dels músculs papil·lars en la visió paraesternal de l’eix 

llarg (Fig. 33).  

 

�

Fig 33. Imatge representativa d'ecocardiografia en mode M del múscul papil·lar en la 
visió de l'eix llarg 

 

Els paràmetres funcionals es van calcular a partir de 5 cicles consecutius 

utilitzant mètodes estàndards172. Es van quantificar les dimensions (volum (V), 

àrea (A) i diàmetre (D)) del ventricle esquerre en telesístole (VEs) i telediàstole 

(VEd) pel càlcul de la fracció d'ejecció (FE) segons: 
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Es va realitzar un ANOVA de dos factors. Els càlculs estadístics es van fer 

sense la primera lectura ja que l’efecte d’interès que es vol observar és el que 

succeeix en posterioritat i podria emmascarar els resultats.  

�

5.3 ANÀLISI MORFOMÈTRICA: TRICRÒMICA DE MASSON  
 

Es tallen els segments apicals dels cors congelats en seccions de 10 µm de 

gruix i es tenyeixen un total de 8 seccions per ratolí separades 100 µm, amb la 

tinció tricròmica de Masson (descrita més avall) per distingir entre cardiòcits i la 

matriu de col·lagen. Es capten les imatges amb una lupa Leica a 10 augments 

que permet incloure la secció completa del cor. L’àrea fibròtica es pot identificar 

pel seu color blau clar. Això ens permet determinar la mida del infart 

(superfície), el gruix de la paret del infart i la dilatació del ventricle esquerre 

(superfície interna del ventricle esquerre) mitjançant planimetria computeritzada 

utilitzant el programa d’anàlisi ImageJ. Totes les seccions s’han examinat 

cegament i els càlculs dels valors expressats es fan com es descriuen a 

continuació. L’àrea infartada es calcula com el promig de les superfícies riques 

en col·làgena de les diferents seccions respecte el promig de la superfície total 

de paret del ventricle esquerre. Els valors s’expressen en percentatge.  Per 

avaluar el gruix de la paret infartada, es realitza per una banda, mesures de la 

distància més curta entre l’endocardi i l’epicardi, i per l’altra també es mesura el 

gruix de les zones del marge del infart. El valor expressat final s’obté de fer la 

mitjana de 6 seccions separades per 100 µm. La dilatació del ventricle esquerre 

s’expressa com la mitjana (6 seccions separades per 100 µm de distància) de 

la superfície interna del ventricle esquerre comparant animals tractats respecte 

els controls.  

 

5.3.1 Tinció Tricròmica de Masson  
 

La tricròmica de Masson és àmpliament utilitzada amb l’objectiu de distingir les 

cèl·lules del teixit connectiu que les envolta. En el nostre cas concret ens 

permet visualitzar la cicatriu generada després del infart de miocardi i distingir-

la del teixit viable restant. 
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Solucions necessàries:  

- Àcid fosfomolíbdic:  

· 1 g d’àcid fosfomolíbdic en 100 ml H2Odd  

- Blau d’anilina:  

· Àcid acètic 2,5% (2,5 ml en 100 ml H2Odd)  

· Solució de blau d’anilina saturada  

- Aigua acètica:  

· 1 ml d’àcid acètic  

· 99 ml de H2Odd  

- Fucsina de Ponceau:  

· Solució A:  

1 g de Ponceau Silidina  

100 ml H2O acètica 0,5%  

· Solució B:  

1 g de Fucsina àcida  

100 ml H2O acètica 0,5%  

 Barrejar 2 parts de la Solució A + 1 part de la Solució B  

 

Protocol:  

 

* Preparar els diferents colorants.  

* Desparafinar i rehidratar amb un protocol estàndard.  

* Rentar la mostra amb aigua corrent durant 5 min.  

* Tenyir amb hematoxilina durant 5 min.  

* Rentar amb aigua corrent.  

* Rentar amb aigua acètica.  

* Rentar amb aigua corrent.  

* Tenyir amb  Fucsina de Ponceau durant 5 min.  

* Rentar amb aigua corrent durant aprox. 1 min.  

* Rentar amb aigua acètica durant aprox. 1 min. 

* Incubar en àcid fosfomolíbdic.  

* Rentar amb aigua acètica durant 1 min.  

* Tenyir amb blau d’anilina durant 5 min.  
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* Rentar amb aigua corrent.  

* Rentar amb aigua acètica.  

* Rentar amb aigua corrent.  

* Deshidratar:  

-5 min en etanol 70º  

-2 x 5 min en etanol 96º  

-2 x 5 min en etanol 100º  

-20 min xilè  

* Muntar.  

 

Resultats esperats:  

- Citoplasma, queratina, fibres musculars i eritròcits-Vermell  

- Nuclis-Blau negrós  

- Col·lagen-Blau  

 

5.4 DENSITAT VASCULAR: TINCIÓ AMB LECTINA GSLIB4  
 

La lectina I-isolectina B4 de la Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia (GSL I o GSL 

I-B4) és un bon marcador per identificar les cèl·lules de llinatge endotelial173, 174. 

Les seccions de cor de ratolí es tenyeixen amb la lectina GSLIB4 seguint el 

protocol descrit més avall. Com a sistema de detecció s’utilitza l’Alexa 647 

conjugat a estreptavidina (Invitrogen). Es determina l’àrea de marcatge de 

lectina i es divideix per la superfície de teixit. S’obté així la densitat vascular. Es 

capten imatges de 20 camps seleccionats aleatòriament (10 de la zona del 

marge del infart i 10 de zones distals) en 2 seccions per animal en un total de 

56 animals (10 controls MI, 10 controls MI fibrina, 8 Sham cardiac ATDPCs, 8 

Sham sub ATDPCs, 10 MI cardiac ATDPCs i 10 MI sub ATDPCs). Les imatges 

són captades amb el microscopi confocal de fluorescència Leica SP5 i tan les 

superfícies de teixit com de marcatge de lectina es mesuren en cada camp amb 

el programa d’anàlisi d’imatges ImageJ. Els valors finals es van obtenir a partir 

de la mitjana de les seccions per no sobredimensionar la mida de la mostra.  
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Solucions necessàries:  

• TBS 10x pH 7,4:  

           -87,66g NaCl  

           -60,57g Tris  

          -1000 ml H2Od  

Ajustar a pH 7,4 i diluir a 1X  

Protocol: 
 

* Assecar les seccions amb l’ajuda d’un ventilador durant 30 min.  

* Rentar les seccions 2 X 5 min en TBS.  

* Rentar les seccions 3 X 10 min en TBS + 0,5% Tritó-X100 (0,1% TBS-T).  

* Incubació amb la lectina: Diluir la GSL I isolectina B4 biotinilada (Vector, ref. 

B-1205) en 1% BSA en 0,1% TBS-T. Incubar o/n a 4ºC en una cambra humida. 

Dilució 1:25.  

* Temperar durant 1h a temperatura ambient. 

* Rentar les seccions 3 X 5 min en 0,5% TBS-T.  

* Incubar les seccions en estreptavidina conjugada amb Alexa 647 (Invitrogen, 

ref. S32357) en TBS durant 1h a temperatura ambient en una cambra humida 

protegida de la llum. Dilució 1:500 (4 μg/ml).  

* Protegir les seccions de la llum d’ara en endavant.  

* Rentar les seccions 3 X 5 min en TBS.  

* Incubar amb Hoechst (1 μg/ml) durant 15 min en una cambra humida.  

* Muntar en medi FluoromountTM (Sigma).  

* Observació i captació d’imatges al microscopi confocal fluorescència Leica 

SP5 .  

 

5.5 ANGIOGRAFIA FLUORESCENT  
 

La utilització d’un traçador verd fluorescent, que no es difon a través de la paret 

vascular, ens permet determinar tant quantitativament com qualitativament els 

vasos funcionals de nova formació175, 176 en els diferents polímers estudiats in 

vivo.  
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Protocol: 

 

* Injectar per la vena caudal de la cua del ratolí 200 µl (10mg/ml) de FITC-

dextran (Sigma) i deixar que difongui per l’organisme durant 10 minuts.  

* Sacrificar el ratolí, retirar el polímer amb les cèl·lules i fixar 24 hores a 4ºC 

amb solució al 10% de formalina (Sigma).  

* Per a la observació macroscòpica de la formació de nous vasos funcionals, es 

pren fotografia de l’emissió de fluorescència amb aparell IVIS spectrum (Caliper 

Life Sciences Inc, MA, EUA). Per a la observació microscòpica dels vasos i la 

disposició de les cèl·lules a estudi, es fa observació del polímer per microscòpia 

de confocal.  

5.6 IMMUNOFLUORESCÈNCIA 
 

Amb l’objectiu d’identificar ex vivo les cèl·lules implantades en els diferents 

polímers i determinar la seva expressió proteica, es realitzen diferents 

immunofluorescències seguint el protocol descrit:  

 

* Assecar les seccions amb l’ajuda d’un ventilador durant 30 min. 

* Posar les seccions a un cambra humida. 

* Rentar les seccions 2 X 5 min en TBS. 

* Rentar les seccions 3 X 10 min en TBS + 0, 5% Tritó-X100 (0, 5% TBS-T). 

*  Bloquejar durant 1 h en solució de bloqueig (1% BSA + 5% NDS en TBS-T).   

* Incubar les seccions amb l’anticòs primari a la dilució necessària (taula 4) en 

solució de bloqueig O/N a 4oC en una cambra humida. 

* Temperar durant 1 h a temperatura ambient. 

* Rentar les seccions 3 X 5 min en 0, 5% TBS-T. 

*Incubar les seccions amb l’anticòs secundari (taula 3) contra el primari 

conjugat amb un fluoròfor a la dilució necessària en TBS durant 1 h a 

temperatura ambient en una cambra humida protegida de la llum (Protegir les 

seccions de la llum d’ara en endavant). 

* Rentar les seccions 3 X 5 min en TBS. 

* Incubar amb Hoechst (Sigma) (1 μg/ml) durant 15 min en una cambra humida. 

* Rentar les seccions 2 X 5 min en TBS.  
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* Muntar en medi FluoromountTM (Sigma). 

 

 
Taula 3. Especificacions dels diferents anticossos primaris i secundaris utilitzats en les 
immunofluorescències. 
 
Anticossos primaris: 

�
�
Anticossos secundaris: 

 
 

5.7 PCR a temps real 
 

Aquesta tècnica ens permet mesurar quantitativament el nombre total de 

diferents mARNs en una mostra. 

 

Protocol: 

 

* Aïllament de l’ARN total amb el RNeasy Plus Micro Kit (QIAGEN) seguint el 

protocol del fabricant  (http://www1.qiagen.com/HB/RNeasyPlusMicroKit_EN).  



����������������������������������������������������������������������������������������������������������������:&%��+&(-�+�:6%*��-�
�
�

� ==

* L’ARN obtingut va ser quantificat amb l'aparell espectrofotòmetre nanodrop 

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).   

 

* Retrotranscripció: La obtenció de cADN es va dur a terme a partir de 2 µg de 

RNA i seguint el protocol descrit en el kit Script One-Step RT_PCR kit (Bio-Rad, 

Hercules, CA, EUA). 

· Volum final reacció: 50 µl  

 

-25 µl 2X RT-PCR reaction  

-(21,5-X) µl H2O lliure de nucleases  

- X µl RNA (~2 µg)  

-2,5 µl (≈250 nM) Random hexamers (50 μM)(Qiagen)  

-1 µl iScript Reverse Transcriptase (50X)  

i amb les següents condicions del termociclador (Bio-Rad):  

-10 min a 25ºC (anellament d’hexàmers)  

-10 min a 50ºC (síntesi de cADN)  

-5 min a 95ºC (inactivació de la transcriptasa reversa)  

 

* PCR a temps real: Les amplificacions es van dur a terme amb 2 µl de cADN i 

en un volum final de 50 µl que contenia:  

 

- 21 µl H2O estèril  

- 25 µl TaqMan 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, 

CA, EUA)  

- 2 µl cADN  

- 2 µl sonda (cebadors)**  

 

**Totes les sondes utilitzades van ser adquirides a Applied Biosystems:  

 

• Gens d’expressió constitutiva:  

        - gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa (GAPDH) (Hs99999905_ml)  

 

• Gens implicats en diferenciació cardíaca:  
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-GATA-4 (Hs00171403_ml)  

-Nkx2.5 (Hs00231763_ml)  

-α-actinina sarcomèrica (Hs00241650_ml)  

-cadena pesada de la β-miosina (β-MHC) (Hs00165276_ml)  

-connexina-43(Cx-43)(Hs00748445_s1)  

-SERCA-2 (Hs00544877_ml)  

-troponina I cardíaca (cTnI) (Hs00165957_m1)  

-Tbx5 (Hs00361155_ml)   

 

• Gens implicats en diferenciació endotelial:  

-VCAM-1 (Hs00365486_m1)  

-vWF (Hs00169795_m1)  

-VE-caderina (Hs00174344_m1)  

-CD34 (Hs00990732_m1)  

-EGR-3 (Hs00231780_m1)  

-CD102 (Hs00168384_m1)  

-CD36 (Hs00169627_m1)  

-VEGF-A (Hs00173626_m1)  

-EGR-1 (Hs00152928_m1)  

-CD31 (Hs00169777_m1)  

-SDF-1 (Hs00930455_m1)  

 

• Gens implicats en diferenciació a ós:  

         -Osteocalcina/BGLAP (Hs01587813_g1) 

 

• Gens implicats en estat d’hipòxia: 

-LDHA (Hs00855332_g1)  

-PGK1 (Hs00943178_g1) 

 

Anàlisi de dades:  

Les dades obtingudes es van analitzar amb el programa ABI Prism 7000 

Sequence Detection System. La quantitat relativa obtinguda del gen diana va 

ser calculada amb el mètode de la corba estàndard utilitzant el gen GAPDH 
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com a referència. Les comparacions pel que fa als nivells d’expressió relativa 

entre diferents mostres es van fer amb el mètode 2-ΔΔCt descrit perLivak i col177. 
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1. TRAÇADORS QUIMÈRICS PER L’ESTUDI IN VITRO I 
IN VIVO DE L’ESTAT I DIFERENCIACIÓ CEL·LULAR 
MITJANÇANT TÈCNIQUES DE FLUORESCÈNCIA I BLI 
NO INVASIVA. 
�
L’objectiu de l’ET és la producció de teixits funcionals que substitueixin o 

millorin els danyats, emprant materials biològics i sintètics, normalment en 

combinació amb cèl·lules i reguladors químics i físics. La complexitat en les 

interaccions entre les diferents eines i el gran nombre de variables existents fan 

que la utilització d’un sistema d’anàlisi in vivo àgil i eficient esdevingui una 

prioritat.  

Davant aquesta necessitat, l’objectiu d’aquest apartat és demostrar la validesa 

del sistema d’imatge per BLI no invasiva com a tècnica àgil i eficient per a 

l’estudi i crivell de les eines de l’ET. Amb aquesta finalitat, es creen un seguit 

de vectors formats per gens traçadors bioluminescents i fluorescents regulats 

transcripcionalment per diferents promotors específics. La posterior integració 

d’aquests vectors dins les cèl·lules, ens permet determinar l’estat 

transcripcional de la cèl·lula a partir de la mesura dels canvis en l’emissió de 

llum i/o fluorescència. A la vegada, al presentar els fotons de llum la capacitat 

de passar els teixits, ens permet estudiar la localització i estat transcripcional 

de les cèl·lules que es troben dins d’un organisme viu, sense necessitat de 

sacrificar-lo. L’estudi de la potencialitat d’aquests vectors s’estudia, tant in vitro 

com in vivo, a partir de la capacitat que presenten a l’hora d’interpretar un 

procés de diferenciació, concretament un procés de diferenciació osteogènica. 

És per això que es marquen ATDPCs amb diferents gens traçadors sota el 

control transcripcional de promotors específics relacionats en el procés 

d’osteogènesi. Les ATDPCs estan considerades com una possible eina en la 

regeneració òssia per ET, al presentar unes característiques òptimes, com 

capacitat  de diferenciació al llinatge ossi i endotelial, fàcil obtenció, abundància 

i estabilitat en períodes llargs de temps en cultiu in vitro.  

Per a l’estudi de la capacitat dels traçadors utilitzats per a la monitorització d’un 

procés de diferenciació osteogènica in vivo, s’utilitzen els materials 

tridimensionals DBM o matrius d’os desmineralitzades. Aquestes matrius 
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permeten la infiltració i colonització cel·lular de l’hoste, i presenten els factors 

de creixement necessaris per a la diferenciació osteogènica. 

 

1.1 CONSTRUCCIONS LENTIVÍRIQUES 
 
Amb l’objectiu d’obtenir gens traçadors, que ens permetin tant la monitorització 

in vitro com in vivo de la diferenciació cel·lular i de l’estat cel·lular, es creen un 

seguit de construccions plasmídiques d’origen lentivíric. Es va optar per utilitzar 

gens traçadors que codifiquessin tant per proteïnes bioluminescents com per 

proteïnes fluorescents. La BLI té unes característiques òptimes per a la seva 

aplicació in vivo, al presentar poc soroll de fons i una elevada sensibilitat de 

detecció a partir de la utilització de càmeres d’alta sensibilitat. A la vegada, la 

fluorescència permet una aplicació més adient en processos d’anàlisi in vitro on 

el soroll de fons és més baix i permet obtenir imatges d’alta resolució. Els gens 

traçadors que es creen són gens que codifiquen proteïnes quimèriques 

formades per una proteïna fluorescent i una bioluminescent, assegurant així la 

no dissociació dels dos traçadors. S´han utilitzat dos gens traçadors, un que 

codifica per la proteïna quimèrica formada per RLuc més mRFP i un altre que 

codifica per la proteïna PLuc més la eGFP. El primer dels traçadors (RLuc-

mRFP) es troba regulat transcripcionalment pel promotor d’expressió 

constitutiva del citomegalovirus (CMV). Pel que fa al segon dels traçadors 

(PLuc-eGFP), es troba regulat per diferents promotors específics implicats en 

diferents processos de diferenciació cel·lular i d’estat cel·lular, com processos 

de diferenciació a endoteli (hPECAM-1p), ós (hOCp) i miocardi (hcTnIp), així 

com un promotor indicador de l’estat d’hipòxia (HRE-12p).  

La utilització conjunta dels dos traçadors en una mateixa cèl·lula (un traçador 

transcripcionalment regulat per un promotor constitutiu i un traçador 

transcripcionalment regulat per un promotor específic) ens permet determinar 

quin és l’estat transcripcional d’una cèl·lula per un gen determinat. Si aquest 

gen està implicat en processos de diferenciació o estat d’hipòxia, és un 

indicador de la possible diferenciació o estat cel·lular.  
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Amb la finalitat d’obtenir una expressió estable de les diferents construccions 

plasmídiques en les cèl·lules d’interès, s’utilitzen esquelets plasmídics 

lentivírics que ens permetran obtenir partícules lentivíriques caracteritzades per 

la capacitat  d’integració permanent en el genoma de l’hoste, incloses en 

aquelles cèl·lules que no presenten divisió cel·lular o que és molt baixa 

(ATDPCs). 

 

1.2 MONITORITZACIÓ IN VITRO DE L’ESTAT D’HIPÒXIA, LA 
DIFERENCIACIÓ ENDOTELIAL I OSTEOGÈNICA MITJANÇANT 
LA BLI 
 
Una vegada obtingudes les diferents construccions lentivíriques, es determina 

in vitro si presenten la capacitat de definir l’estat transcripcional d’una cèl·lula a 

partir dels canvis observats en l’emissió de fotons. Les cèl·lules utilitzades per 

testar les diferents construccions són les ATDPCs que es marquen 

permanentment mitjançant infecció vírica amb la construcció plasmídica que 

expressa constitutivament els gens reporters (CMV:Rluc-mRFP). Una vegada 

seleccionades per FACS, gràcies a l’expressió de mRFP, les cèl·lules es 

divideixen en tres grups i s’infecta cada grup amb una construcció lentivírica 

diferent (Fig 34).  
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Figura 34. Diagrama amb les diferents infeccions lentivíriques dutes a terme en les 

ATDPCs. 

 

El primer grup s’infecta amb la construcció lentivírica que presenta l’expressió 

dels gens reporters regulada pel promotor específic de l’estat d’hipòxia (HRE-

12p: PLuc-eGFP). El segon grup s’infecta amb la construcció lentivírica que 

presenta el control transcripcional del gen reporter regulat pel promotor 

específic PECAM-1 (hPECAM-1p:PLuc-eGFP). Finalment, l’últim grup s’infecta 

amb la construcció lentivírica amb el control transcripcional del gen reporter 

regulat pel promotor específic de l'OC (hOCp: PLuc-eGFP). 

Cada un dels grups es cultiven en diferents condicions. El primer grup, es 

cultiven les cèl·lules en condicions d’hipòxia (1% O2) i normòxia (20% O2) 

durant 24 hores. El segon i tercer grup es cultiven en condicions de 

diferenciació al llinatge endotelial i osteogènic durant 14 dies, respectivament. 

En els últims dos casos, i com a control, es cultiven les cèl·lules en medi 

estàndard de cultiu durant el mateix període de temps. En tots els casos, es 

procedeix a l’estudi de l’emissió de llum. Els resultats de les imatges 

obtingudes es mostren en la figura 35.  
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Figura 35. Imatges de BLI representatives de l’activitat de les diferents luciferases en 
ATDPCs exposades a medis i condicions de cultiu estàndards (part esquerra de la 
imatge) i medis de diferenciació o condicions d’hipòxia (part dreta de la imatge). La 
imatge superior de cada panell representa la llum emesa pel gen reporter 
transcripcionalment regulat pel corresponent promotor específic (PLuc) i la part inferior 
la llum emesa pel gen reporter transcripcionalmet regulat pel promotor constitutiu CMV 
(RLuc). Les barres de colors laterals representen els nivells d’intensitat bioluminescent 
per a la PLuc (blau, baixa; vermell, alta) i RLuc (verd, baixa ; blau, alta). 

 

El càlcul de fotons totals emesos en cada cas ens permet obtenir el ràtio entre 

l’emissió de fotons corresponents als gens reporters regulats pels promotors 

específics i els fotons emesos pels gens reporters regulats pel promotor 

constitutiu. Els valors obtinguts es representen en el gràfic de la figura 36A . 
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Figura 36. (A) Histogrames amb la representació dels ràtios PLuc/RLuc obtinguts de 
les imatges per BLI en les diferents condicions de cultiu (en gris les cèl·lules en 
condicions de cultiu estàndard i en negre les cèl·lules en condicions de cultiu 
hipòxiques o de diferenciació cel·lular). PH, “photon counts”. AU, “arbitrary light units”. 
(B) Representació de l’augment en l’expressió gènica de diferents marcadors en 
condicions d’hipòxia vs no hipòxia i en condicions de diferenciació cel·lular vs no 
diferenciació cel·lular. Per el càlcul de l’augment en l’expressió de cada gen (2-

ΔΔ
Ct) 

s’utilitza el valor promig de Ct corresponent a tres experiments independents realitzats 
per duplicat, emprant el GADPDH com a referència. Els valors es representen com la 
mitjana ± SD.* p< 0,05.  

�
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Els resultats obtinguts ens mostren que els ràtios resultants són superiors en 

aquelles cèl·lules que s’han cultivat en condicions d’hipòxia o de diferenciació  

al llinatge endotelial i osteogènic, respecte de les mateixes cèl·lules cultivades 

en condicions de normòxia i en medi de cultiu estàndard. Les diferències 

observades són estadísticament significatives en tots els casos. Concretament, 

el ràtio en cèl·lules cultivades en condicions d’hipòxia és 5 vegades superior a 

les mateixes cèl·lules cultivades en condicions de normòxia, mentre que les 

cèl·lules cultivades en medis de diferenciació al llinatge endotelial i osteogènic 

presenten ràtios de 2,8 i 3,9 vegades superiors als registrats en les mateixes 

cèl·lules en condicions de cultiu estàndards. 

Amb la finalitat de validar els resultats obtinguts a partir d’una altra tècnica 

d’anàlisi independent, es realitza la comprovació de l’expressió gènica 

mitjançant PCR a temps real pels diferents grups en les diferents condicions. 

Els resultats obtinguts es mostren en el gràfic de la figura 36B. S’observa un 

augment de l’expressió dels gens relacionats amb l’activació d’hipòxia (PGK1 i 

LDHA) en les cèl·lules cultivades en hipòxia, essent 2 vegades superior 

respecte les mateixes cèl·lules en condicions de normòxia. Pel que fa a les 

cèl·lules cultivades en medi de diferenciació a endoteli, presenten un augment 

en l’expressió del gen endotelial PECAM-1, 12 vegades superior respecte a les 

mateixes cèl·lules cultivades en medi de cultiu estàndard. De la mateixa 

manera, les cèl·lules cultivades en medi de diferenciació a ós, presenten un 

augment en l’expressió del gen OC, 15 vegades superior respecte a les 

mateixes cèl·lules cultivades en medi de cultiu estàndard. En resum, els 

resultats obtinguts per PCR a temps real coincideixen amb els registrats per 

BLI. 

�

1.3 MONITORITZACIÓ NO INVASSIVA IN VIVO DE L’ESTAT 
D’HIPÒXIA, LA DIFERENCIACIÓ ENDOTELIAL I OSTEOGÈNICA 
MITJANÇANT LA BLI 
 
Amb la finalitat de determinar si els constructes lentivírics permeten la 

monitorització de la diferenciació cel·lular in vivo, s’utilitzen les matrius d’os 

desmineralitzades (DBM). Aquestes matrius, produïdes a partir de l’os cortical 

de rata, presenten un ambient osteoinductor adequat per a l’estudi in vivo de la 
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capacitat de diferenciació cel·lular. Un procés d’osteogènesis, no només 

compren una població cel·lular capaç de diferenciar-se a ós, si no que també és 

necessària una població cel·lular que ha de donar lloc a una estructura vascular 

capaç d’aportar els requeriments metabòlics necessaris en el procés de 

formació d’ós. Així doncs, el procés d’osteogènesis en matrius de DBM, ens 

permet l’estudi in vivo de la variació en l’expressió dels diferents reporters 

indicadors de processos claus en l’osteogènesi com l’activació de la hipòxia i la 

diferenciació endotelial i òssia. Les cèl·lules utilitzades per a la monitorització in 

vivo de l’osteogènesi són les ATDPCs, al presentar potencialitat de 

diferenciació al llinatge endotelial i ossi.  

S'utilitzen les mateixes ATDPCs i els mateixos marcatges emprats in vitro.  

Abans de la injecció en els DBMs, aquests són implantats subcutàniament en 

l’esquena de 6 ratolins (3 DBMs per ratolí) durant una setmana, amb la finalitat 

que es formi una matriu suficientment vascularitzada per a la supervivència 

cel·lular. A la setmana post implantació de les matrius de DBMs, s’injecten dins 

d’elles les ATDPCs amb els diferents gens reporters, seguint l’esquema de la 

figura 37. Es monitoritza l’emissió de fotons per part del les ATDPCs incloses 

en les matrius de DBMs cada set dies, fins un total de 56 dies. Les imatges 

registrades cada setmana es mostren en la figura 37. 
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Figura 37. Diagrama amb la zona d’implantació dels diferents DBM i la numeració en 
funció de la construcció lentivírica integrada en les ATDPCs (DBM-1=PLox-
HRE12p:PLuc:eGFP + CMV:RLuc:mRFP:ttk; DBM-2=PLox-hPECAM-1p:PLuc:eGFP + 
CMV:RLuc:mRFP:ttk; DBM-3=PLox-hOCp:PLuc:eGFP + CMV:RLuc:mRFP:ttk). Les 
imatges per BLI mostren una representació en el temps dels diferents grups, on la part 
superior mostra la llum emesa per la RLuc i la part inferior la llum emesa per la PLuc 
(n=6). Les barres de colors laterals representen els nivells d’intensitat bioluminescent 
per a la PLuc (blau, baixa; vermell, alta) i la RLuc (verd, baixa; blau, alta). 

 

La quantificació dels fotons produïts per les ATDPCs en els diferents DBM (Fig. 
38) ens mostren que el ràtio PLuc/RLuc augmenta progressivament al llarg del 

temps, fins a un màxim de 125 (a dia 28)  en les cèl·lules que duen la regulació 

transcripcional de la PLuc lligada al promotor específic hPECAM-1. De la 

mateixa manera, en el cas de les cèl·lules amb la regulació transcripcional de la 

PLuc lligada al promotor específic hOCp, s’observa un augment progressiu del 

ràtio PLuc/RLuc al llarg del temps, assolint un màxim de 15 al dia 35. 

Finalment, en el cas de les cèl·lules amb la regulació transcripcional de la PLuc 

lligada al promotor específic HRE-12, s’observa un lleuger augment en el ràtio 
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PLuc/RLuc a partir del dia 21, però en cap cas representa un augment 

significatiu. 

 

�

Figura 38. Histogrames amb els valors resultants del ràtio PLuc/RLuc pels diferents 
grups obtingut a partir de l’anàlisi de fotons de les imatges per BLI. Els valors es 
representen com la mitjana ± SD.* p< 0,05. PH, “photon counts”. AU, “arbitrary light 
units”. 
 

 

A partir de l’anàlisi independent per PCR a temps real, s’estudia l’expressió 

gènica dels diferents DBMs en el temps, per validar els resultats obtinguts per 

BLI. Es realitza l’extracció de mARN dels DBMs a diferents dies (21, 42 i 56) i 

s’analitzen els canvis d’expressió dels gens PECAM-1, OC, PGK1 i LDHA. Els 

resultats (Taula 4), de la mateixa manera que els observats en l’anàlisi per BLI, 

presenten un augment al llarg del temps de l’expressió dels gens PECAM-1 i 

OC en les cèl·lules humanes incloses en els DBM, respecte a les mateixes 

cèl·lules crescudes en monocapa in vitro. A la vegada, no es detecta augment 

en l’expressió dels gens relacionats amb la hipòxia (PGK-1 i LDHA) al llarg del 

temps, corroborant els valors de BLI, on no s’observava augment significatiu 

del ràtio PLuc/RLuc en el temps. 
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Taula 4. Expressió in vivo vs in vitro de diferents marcadors gènics en ATDPCs 
incloses en matrius de DBM al llarg del temps. Per el càlcul de l’augment en 
l’expressió de cada gen (2-

ΔΔ
Ct) s’utilitza el valor promig de Ct corresponent a tres 

experiments independents realitzats per duplicat, emprant el GADPDH com a 
referència  

�

En conjunt, els canvis registrats in vivo en l’activitat de la PLuc regulada 

transcripcionalment per diferents promotors específics, presenten una relació 

directa amb els nivells d’expressió gènica dels gens regulats pels propis 

promotors endògens.  

 

1.4 ANÀLIS DE L’ANGIOGÈNESIS EN DBMs I ESTUDI DE 
L’EXPRESSIÓ PROTEICA. 
 

Per a la visualització del desenvolupament de la microvasculatura en els DBMs 

implantats i la seva relació amb les ATDPCs, es realitza abans del sacrifici i a 

dies consecutius (19, 42 i 56), la injecció per la vena caudal del ratolí del 

traçador verd fluorescent de vasos (FITC-dextrà) (Fig. 39A). Una vegada 

extrets els DBMs dels ratolins, la observació macroscòpica de la fluorescència 

verda en els diferents DBMs (Fig. 39B), ens indica un augment progressiu de la 

fluorescència al llarg del temps. Concretament, els valors de fluorescència 

obtinguts són 5,15·108, 6,67·108 i 8,06·108  p/sec/cm2/sr per els dies 21, 42 i 56* 

respectivament (*p< 0,005). Aquests resultats ens confirmen l’existència d’un 

sistema vascular en els DBM, així com la seva connexió amb el sistema 

vascular de l’hoste. 

Aquest mateix fenomen de vascularització és observat a nivell microscòpic a 

partir de la observació directa dels DBM per microscòpia de fluorescència 

confocal (Fig. 39B i video 1), on es pot observar el sistema vascular i la seva 

distribució dins els DBMs.  
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Figura 39. (A) Diagrama del procés d’injecció per la vena de la cua del FITC-dextrà. 
(B) Esquerra: Imatges per fluorescència de DBMs extrets a diferents temps i post 
injecció de FITC-dextrà. Dreta: imatge d’una secció de DBM obtinguda per microscòpia 
de fluorescència confocal que mostra l’existència d’una xarxa vascular fluorescent. 
Barra a escala 100 μm. 
 

Una observació més detallada per microscòpia de confocal dels diferents 

DBMs, ens permet distingir la distribució de les ATDPCs en la matriu, així com 

l’estat transcripcional dels gens reporters fluorescents i la seva correlació amb 

els valors registrats amb els reporters bioluminescents. Cal recordar, que la 

fluorescència verda de les cèl·lules està transcipcionalment regulada pels 

diferents promotors específics (hPECAM-1P:PLuc:eGFP; hOCp:PLuc:eGFP; 

HRE-12p:PLuc:eGFP).  

Com es pot veure en la figura 40, en tots els casos es poden localitzar les 

ATDPCs en la matriu de DBM, a partir de la fluorescència vermella 

transcripcionalment regulada pel promotor constitutiu CMV 

(CMV:hRLuc:RFP:ttk). D’altra banda, en el cas de les seccions de DBM amb 

ATDPCs que porten la construcció lentivírica amb el promotor específic 

hPECAM-1, expressen també fluorescència verda, indicatiu de la seva possible 

diferenciació al llinatge endotelial (Fig. 39 i video 2). A la vegada, les cèl·lules 

que expressen aquesta doble fluorescència, presenten una morfologia 

endotelial, així com una disposició lineal al llarg dels vasos plens del traçador 

verd fluorescent. 

En el cas de les seccions de DBM amb ATDPCs que porten el promotor 

específic hOCp, també s’observen cèl·lules que expressen el doble marcador 

verd/vermell, però en aquest cas les cèl·lules amb el doble marcatge no 

presenten una morfologia endotelial i no es troben associades a vasos (Fig. 
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40). 

Finalment, les seccions de DBMs a diferents temps amb ATDPCs que porten el 

promotor específic HRE-12p i expressen fluorescència vermella, no presenten 

expressió de fluorescència verda (Fig. 40), indicatiu de que les ATDPCs no es 

troben en condicions d’hipòxia. 

 

Figura 40.� Imatges per microscòpia de fluorescència dels diferents DBMs amb els 
capil·lars marcats amb el traçador verd fluorescent FITC-dextrà. Cada imatge està 
composada per fluorescència verda corresponent a l’expressió del gen eGFP 
transcripcionalment regulat per un promotor específic i el traçador verd fluorescent de 
capil·lars (dalt-esquerra), la fluorescència vermella corresponent a l’expressió del gen 
RFP trascripcionalment regulat pel promotor constitutiu (dalt-dreta), la fluorescència 
blava per la tinció dels nuclis amb Hoechst (baix-esquerra) i la composició de les tres 
fluorescències (baix-dreta). Barres a escala 20 μm. 

�
Per acabar, es porta a terme un anàlisi independent de l’expressió proteica en 

els diferents DBMs, per confirmar les dades obtingudes per BLI i fluorescència. 

Es realitzen immunofluorescències amb anticossos específics. En el cas dels 

DBMs que porten el promotor específic hPECAM-1p, s’utilitza l’anticòs específic 

humà anti-PECAM-1, en el cas dels DBMs amb el promotor específic hOCp 

s’utilitza l’anticòs específic humà anti-OC, i en el cas dels DBM amb el promotor 

específic HRE-12p s’utilitza l’anticòs específic anti-HIF-1α. En tots els casos, 
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els anticossos es conjuguen amb l’anticòs secundari Cy5, que al emetre la seva 

fluorescència dins el vermell llunyà no interfereix en l’anàlisi de les altres 

fluorescències. Els resultats obtinguts es presenten en la figura 41 i confirmen 

la relació de l’expressió proteica amb els resultats observats per BLI, 

fluorescència i anàlisi genètic per PCR a temps real. 

 

�

Figura 41.�Tinció immunofluorescent per a la detecció de les proteïnes específiques 
HI1F-α (A), hPECAM-1 (B) i hOC (C), en ATDPCs implantades en els diferents DBMs. 
En cada cas, d’esquerra a dreta: fluorescència verda expressada a partir del control 
transcripcional del promotor específic; fluorescència vermella expressada a partir del 
promotor constitutiu CMV; en color blanc la detecció per anticòs específic de la 
proteïna corresponent; fluorescència blava corresponent a la tinció dels nuclis amb 
Hoechst; composició del conjunt d’imatges. Barra a escala 10 μm.�

�

2. APLICACIÓ DE LA PLATAFORMA BLI PEL 
DESENVOLUPAMENT DE TERÀPIES EN 
REGENERACIÓ CARDÍACA. 
 

El desenvolupament de procediments terapèutics per a la regeneració cardíaca 

requereix la consideració de les cèl·lules, les estructures de suport i els factors 

físics i químics com agents terapèutics. 
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Dels diferents tipus cel·lulars que poden ser considerats com a potencialment 

aptes per a la regeneració cardíaca, les cèl·lules mare adultes autòlogues ens 

proporcionen inicialment un seguit d’avantatges. La primera d’elles és la 

innocuïtat d’aquestes cèl·lules pel que fa a la formació de teratomes i no 

presentar rebuig per part del sistema immune. Dins d’aquest grup cel·lular, les 

derivades de teixit adipós en permeten obtenir un gran nombre de cèl·lules amb 

una elevada capacitat de diferenciació a diferents llinatges.  

La utilització de matrius tridimensionals pot aportar millores, al assegurar la 

localització de les cèl·lules en la zona de la lesió, evitant la seva dispersió i 

concentrant l’activitat de factors paracrins, potencialment beneficiosos. D’altra 

banda, la utilització d’estructures de suport d’origen natural que aporten 

informació espacial y molecular, poden promoure la diferenciació cel·lular.  

Els hidrogels, presenten un estat líquid fins el moment de la seva 

polimerització, permeten l'administració en la zona de la lesió utilitzant mètodes 

quirúrgics poc invasius (p.ex: toracotomia lateral). L'estratègia d'administració 

del conjunt de cèl·lules i polímer en la zona infartada pot ser realitzada a partir 

del recobriment directa de la mateixa o bé a partir de la seva injecció. La 

primera opció es considera, a priori, la més recomanable com a conseqüència 

de l'elevada mortalitat observada en proves prèvies amb injecció directa del 

conjunt polímer i cèl·lules, així com pels últims estudis en què s'observa una 

millor eficàcia terapèutica en el recobriment de la zona infartada en comparació 

amb la injecció directa intramiocàrdica178.  

En aquest capítol s'apliquen les tècniques d’imatge per fluorescència i BLI pel 

crivell in vivo de dos tipus cel·lulars, les cèl·lules mare adultes derivades de 

teixit adipós cardíac (ATDPC cardíaques) i subcutani (ATDPC subcutànies), 

incloses en estructures de suport de fibrina, com agents terapèutics en la 

regeneració cardíaca. En el dos casos s’han dut a terme estudis previs que 

demostren el seu potencial com a eines per a la regeneració cardíaca44, 179. 

L’estructura de suport de fibrina utilitzada és un polímer d’origen natural 

àmpliament aplicat en medicina60 i que pot ser obtingut del propi pacient, 

evitant així qualsevol rebuig del sistema immune. Aquest material, que també 

pot ser obtingut de crioprecipitats de plasma sanguini comercials (Baxter 
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Healthcare Corp., Glendale, California), no presenta toxicitat cel·lular i permet 

mantenir la funció pròpia dels miocardiòcits de rata nounada (video 3). 

2.1 LES CÈL·LULES I L'ESTRUCTURA DE SUPORT 
TRIDIMENSIONAL COM AGENTS TERAPÈUTICS EN MODEL 
D'INFART MURÍ.     
�
Amb la finalitat d’estudiar el mecanisme per BLI amb el que aquestes cèl·lules 

promouen el procés de regeneració cardíac, s’obtenen ATDPCs subcutànies i 

de epicàrdiques, i es transfecten, en cada cas, amb gens indicadors de la 

proliferació cel·lular (CMV:RLuc-mRFP) i amb gens transcripcionalment 

regulats per promotors específics (induïbles) implicats en processos de 

diferenciació al llinatge endotelial (PECAM-1) (hPECAM-1p:PLuc-eGFP) i al 

llinatge muscular cardíac (Troponina) (hcTnIp:PLuc-eGFP). Aquesta estratègia 

ens permet monitoritzar diferents paràmetres importants en la regeneració 

cardíaca, com la viabilitat cel·lular i la capacitat de diferenciació al llinatge 

cardíac i endotelial. El diagrama de la  figura 42 mostra les modificacions 

genètiques dutes a terme en cèl·lules ATDPCs subcutànies i epicàrdiques. 

 

�

Figura 42. Construccions lentivíriques utilitzades i estratègia de transducció de les 
ATDPCs subcutànies i cardíaques 

Un cop infectats els diferents tipus cel·lulars, s’inclou cada grup en matrius de 
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fibrina, i es mantenen en cultiu fins el moment del seu trasplantament (48 hores 

mes tard) en el miocardi dels ratolins. En total es realitzen 68 implants en 

ratolins SCID femelles de 12 setmanes, 40 d’ells en ratolins als quals se’ls hi ha 

practicat una lligadura en l’artèria coronària descendent anterior esquerre (MI) i 

els altres 28 als que no se’ls hi ha practicat lligadura (Sham) (Fig. 43). A la 

vegada, es duen a terme els corresponents controls amb ratolins amb MI sense 

tractament (n=13) i ratolins amb MI tractat amb fibrina sense cèl·lules (n=13).   

 

�

Figura 43.  Diagrama amb les diferents infeccions realitzades en les ATDPCs, la 
posterior inclusió en matrius tridimensionals de fibrina, procediments quirúrgics 
aplicats i nombre total d’animals estudiats. 

 

2.2 ESTUDI IN VIVO PER BLI 
 

En els ratolins amb i sense infart, es monitoritza l’emissió de llum un cop per 

setmana durant un total de 3 setmanes. En les figures 44, 45, 46 i 47 es 

mostren imatges representatives obtingudes per BLI que mostren la llum 

emesa pel gen traçador indicador de la proliferació cel·lular (RLuc), i la llum 

emesa pel gen traçador transcripcionalmet controlat pels promotors específics 

hPECAM-1p i hcTnIp (PLuc), tan en ATDPCs subcutànies com cardíaques. 
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Figura 44. Representació de les imatges de BLI obtingudes en el temps, en ratolins 
que han patit un infart (MI: part superior de la imatge) i ratolins que no han patit un 
infart (Sham: part inferior de la imatge). Les cèl·lules monitoritzades són ATDPCs 
subcutànies i porten el constructe amb els gens traçadors indicadors de la proliferació 
cel·lular (RLuc: part inferior de cada tira d’imatges) i el constructe amb els gens 
reporters transcripcionalment regulats pel promotor específic hPECAM-1p (PLuc: part 
superior de cada tira d’imatges). Les barres de colors laterals representen els nivells 
d’intensitat bioluminescent per a la PLuc (blau, baixa; vermell, alta) i la RLuc (verd, 
baixa; blau, alta). 

�
�
�
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Figura 45. Representació de les imatges de BLI obtingudes en el temps, en ratolins 
que han patit un infart (MI: part superior de la imatge) i ratolins que no han patit un 
infart (Sham: part inferior de la imatge). Les cèl·lules monitoritzades són ATDPCs 
subcutànies i porten el constructe amb els gens traçadors indicadors de la proliferació 
cel·lular (RLuc: part inferior de cada tira d’imatges) i el constructe amb els gens 
reporters transcripcionalment regulats pel promotor específic hcTnIp (PLuc: part 
superior de cada tira d’imatges). Les barres de colors laterals representen els nivells 
d’intensitat bioluminescent per a la PLuc (blau, baixa; vermell, alta) i la RLuc (verd, 
baixa; blau, alta). 

 

 

 
 
 
 
 
 



�����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������-'(%&%-�
�
�

� 0�"

�

Figura 46. Representació de les imatges de BLI obtingudes en el temps, en ratolins 
que han patit un infart (MI: part superior de la imatge) i ratolins que no han patit un 
infart (Sham: part inferior de la imatge). Les cèl·lules monitoritzades són ATDPCs 
cardíaques i porten el constructe amb els gens traçadors indicadors de la proliferació 
cel·lular (RLuc: part inferior de cada tira d’imatges) i el constructe amb els gens 
reporters transcripcionalment regulats pel promotor específic hPECAM-1p (PLuc: part 
superior de cada tira d’imatges). Les barres de colors laterals representen els nivells 
d’intensitat bioluminescent per a la PLuc (blau, baixa; vermell, alta) i la RLuc (verd, 
baixa; blau, alta). 
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Figura 47. Representació de les imatges de BLI obtingudes en el temps, en ratolins 
que han patit un infart (MI: part superior de la imatge) i ratolins que no han patit un 
infart (Sham: part inferior de la imatge). Les cèl·lules monitoritzades són ATDPCs 
cardíaques i porten el constructe amb els gens traçadors indicadors de la proliferació 
cel·lular (RLuc: part inferior de cada tira d’imatges) i el constructe amb els gens 
reporters transcripcionalment regulats pel promotor específic hcTnIp (PLuc: part 
superior de cada tira d’imatges). Les barres de colors laterals representen els nivells 
d’intensitat bioluminescent per a la PLuc (blau, baixa; vermell, alta) i la RLuc (verd, 
baixa; blau, alta). 
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Per a l’estudi de la proliferació cel·lular, es representen els valors de llum 

corresponents al gen traçador indicador de la proliferació cel·lular (RLuc) al 

llarg del temps per els dos tipus cel·lulars i comparant en funció del 

procediment quirúrgic aplicat (Fig. 48). L’anàlisi de les imatges mostra una 

caiguda important de la supervivència cel·lular al llarg del temps en els dos 

tipus cel·lulars. La caiguda en el nombre total de cèl·lules s’observa des de la 

primera setmana, amb una supervivència del 16,45% en ATDPCs subcutànies i 

del 8,48% en ATDPCs cardíaques. Aquesta tendència es manté a la segona 

setmana amb una supervivència del 3,33 % en ATDPCs subcutànies i del 1,28 

% en ATDPCs cardíaques, fins una supervivència a la tercera setmana del 1,61 

% en ATDPC subcutànies i del 0,90 % en ATDPC cardíaques. Tampoc 

s’observen diferències significatives en la supervivència de les cèl·lules 

implantades en els cors amb MI i sense infart (SHAM), el que ens indica que la 

mort cel·lular no depèn del tipus cel·lular ni de l’ambient fisiològic en la zona del 

infart. 

�

Figura 48. Histogrames amb la representació dels valors de RLuc obtinguts de les 
imatges per BLI per als diferents tipus cel·lulars i diferents procediments quirúrgics. Els 
valors es representen com la mitjana ± SD. PHCs, “photon counts”. AU, “arbitrary light 
units”. 
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Per avaluar l’estat trascripcional dels gens associats al llinatge endotelial 

(PECAM-1) i cardíac (hTnI), es representen per als dos tipus cel·lulars i segons 

la presència o no d’infart, els valors corresponents al ràtio entre la llum emesa 

pel gen traçador (PLuc) regulat pel promotor induïble (hPECAM-1p i hTnIp) i la 

llum emesa pel gen traçador (RLuc) associat a la proliferació cel·lular (Fig. 49). 

Els resultats ens mostren que en els dos tipus cel·lulars hi ha un augment 

significatiu i progressiu del ràtio PLuc/RLuc i que aquests canvis es produeixen 

tant en els ratolins amb MI com Sham, independentment de l'estat fisiològic del 

teixit. Així doncs, els dos tipus cel·lulars presenten diferenciació tant al llinatge 

endotelial com cardíac. La diferenciació al llinatge endotelial és molt similar en 

els dos tipus cel·lulars (Fig. 49A). Contràriament, la diferenciació al llinatge 

cardíac és estadísticament superior en les ATDPCs cardíaques respecte les 

subcutànies (Fig. 48 B).   

 

 
�

Figura 49. (A) Representació gràfica en el temps dels valors resultants del ràtio 
PLuc/RLuc en ATDPCs cardíaques i subcutànies amb la PLuc transcripcionalment 
regulada pel promotor específic hPECAM-1p, en ratolins amb MI i Sham. (B) 
Representació gràfica en el temps dels valors resultants del ràtio PLuc/RLuc en 
ATDPCs cardíaques i subcutànies amb la PLuc transcripcionalment regulada pel 
promotor específic hcTnIp, en ratolins amb MI i Sham. PHCs, “photon counts”. AU, 
“arbitrary light units”. 

�
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2.3 VALIDACIÓ DELS RESULTATS DE BLI MITJANÇANT 
L'ANÀLISI DE L’EXPRESSIÓ GÈNICA PER PCR A TEMPS REAL 
�
L’anàlisi posterior de l’expressió gènica de les ATDPCs mitjançant un 

procediment independent (PCR a temps real), ens permet validar els resultats 

obtinguts per BLI.   

Trenta dies post trasplantament s'extreu el conjunt fibrina i cèl·lules del cor dels 

ratolins amb infart agut de miocardi, per l'anàlisi de l’expressió gènica dels gens 

associats al llinatge endotelial (Fig. 50) i cardíac (Fig. 51).  

�

�
Figura 50.�Histograma representant els resultats de l’anàlisi de l’expressió gènica 
dels gens associats al llinatge endotelial en ATDPCs cardíaques i subcutànies, 30 
dies post trasplantament en el cor de ratolins amb MI. Per el càlcul de l’augment en 
l’expressió de cada gen (2-

ΔΔ
Ct) s’utilitza el valor promig de Ct corresponent a tres 

experiments independents realitzats per duplicat, emprant el GADPDH com a 
referència. Els valors es representen com la mitjana ± SD. Diferències significatives 
respecte el propi control in vitro *p<0,05. Diferències significatives entre els dos tipus 
cel·lulars #p<0,05 

�
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Figura 51. Histograma representant els resultats de l’anàlisi de l’expressió gènica dels 
gens associats al llinatge cardíac en ATDPCs cardíaques i subcutànies, 30 dies post 
trasplantament en el cor de ratolins amb MI. Per el càlcul de l’augment en l’expressió 
de cada gen (2-

ΔΔ
Ct) s’utilitza el valor promig de Ct corresponent a tres experiments 

independents realitzats per duplicat, emprant el GADPDH com a referència. Els valors 
es representen com la mitjana ± SD. Diferències significatives respecte el propi control 
in vitro *p<0,05. Diferències significatives entre els dos tipus cel·lulars #p<0,05 

�
L’anàlisi de l’expressió gènica en els implants de fibrina ens mostra un augment 

similar en l’expressió d’alguns gens associats al llinatge endotelial, tan en 

ATDPCs subcutànies com cardíaques (CD34, EGR-3, PECAM-1 i SDF-1). Tot i 

que l'expressió de CD34 és significativament superior en les cèl·lules 

subcutànies i el SDF-1 en les d'origen cardíac, l'expressió de la resta de 

marcadors endotelials augmenta de forma similar en els dos tipus cel·lulars. 

Particularment l'augment és molt similar en l'expressió del gen PECAM-1, el 

promotor del qual s'ha utilitzat per regular l'expressió de la PLuc en els 

experiments de BLI. 

Pel que fa l’expressió dels gens associats al llinatge cardíac, observem un 

augment en la seva expressió tan en ATDPCs cardíaques com subcutànies. No 

obstant, i a diferència dels gens endotelials, l’expressió de tots els marcadors 

cardíacs analitzats és clarament superior en les ATDPCs cardíaques. Aquestes 

diferències són significatives en els gens α-actinina, Cx-43, GATA-4, Mef2. En 

el cas de l’anàlisi d’expressió del gen SERCA-2, tot i no presentar diferències 
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significatives, s’ha de considerar que mentre les ATDPCs cardíaques presenten 

un augment en la seva expressió (279,65 ± 105,75), en les ATDPCs 

subcutànies no es detecta expressió (0,19 ± 0,11). 

Les sondes emprades per l'anàlisi del gen de la troponina I cardíaca 

amplifiquen inespecíficament el mARN del ratolí, pel que no s'ha pogut incloure 

en l'estudi impedint una comparació directa. 

En resum, l’augment significatiu en l'expressió dels marcadors cardíacs en les 

ATDPCs cardíaques relatiu a les subcutànies es correlaciona amb els valors de 

BLI registrats 

�

2.4 ANÀLISI MORFOMÈTRICA  
 

Mitjançant la tinció tricròmica de Masson i l’anàlisi morfomètrica dels cors 

control i tractats es van obtenir 3 paràmetres indicatius de l’estat del teixit 

miocàrdic ventricular. El primer paràmetre va ser la mida del infart, calculat 

respecte el total del ventricle esquerre (VE) que ens permetria valorar quanta 

àrea de teixit fibròtic quedava als 30 dies després del trasplantament de les 

ATDPCs cardíaques/subcutànies amb fibrina, amb fibrina sense cèl·lules i 

sense fibrina i sense cèl·lules. 

El segon va ser el gruix de la paret del VE en la zona infartada utilitzat per 

estimar el grau de millora/empitjorament del teixit miocàrdic infartat entre els 

diferents grups. Per últim, es va calcular el volum intern del VE que ens 

permetria valorar les diferències en la dilatació del VE entre els diferents grups. 

A la figura 52 podem observar imatges representatives amb les diferències 

morfològiques entre el cor d’un animal no tractat i tractat (fibrina, fibrina amb 

ATDPCs cardíaques i ATDPC subcutànies). 

L’anàlisi morfomètrica mostra una reducció estadísticament significativa del 

31,15%, 32,55% i 36,51% de l’àrea de la cicatriu del infart respecte el control, 

en els animals tractats amb fibrina, fibrina més ATDPCs cardíaques i fibrina 

més ATDPCs subcutànies respectivament (Fig. 52A). El gruix de la paret 

infartada del VE va ser estadísticament superior en un 27,91%, 40,31% i 

64,12% respecte el control, en els animals tractats amb fibrina, fibrina més 

ATDPCs cardíaques i fibrina més ATDPCs subcutànies respectivament (Fig. 52 
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B). Per últim, la dilatació del VE va ser un 37,78%, 23,13% i 20,36% menor 

respecte el control, en els animals tractats amb fibrina (diferència significativa), 

fibrina més ATDPCs cardíaques i fibrina més ATDPCs subcutànies (diferència 

significativa) respectivament (Fig. 52C). 

 

 

�

Figura 52. Part superior, imatges representatives de tincions amb tricròmica de Mason 
en cors amb MI no tractats i tractats (fibrina, fibrina amb ATDPCs cardíaques i 
subcutànies). Part inferior, histogrames amb la representació dels valors registrats en 
l’àrea de cicatriu dels infarts (%, A), gruix de la paret infartada del ventricle esquerre 
(LVWT, B) i dilatació del ventricle esquerre (LV, C), en cors d’animals no tractats i 
tractats (fibrina, fibrina amb ATDPCs cardíaques i subcutànies). Els valors es 
representen com la mitjana ± SD. Diferències significatives respecte el propi control MI 
*p<0,05. 
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2.5 ANÀLISI DE LA DENSITAT VASCULAR  
 
Mitjançant la tinció amb la lectina GSLIB4 es determina la densitat vascular per 

unitat de superfície, a la regió del marge del infart i al miocardi distal del infart, 

tant en els ratolins tractats com en els controls, 30 dies després dels diferents 

trasplantaments (Fig. 53).  

 

 

�
Figura 53. Part superior, imatge representativa de les tincions amb lectina GSLI B4 
(blanc) de les seccions amb MI (control) i tractades amb fibrina i ATDPCs cardíaques. 
Barra a escala 75 μm. Part inferior, histograma amb el percentatge d’àrea amb vasos 
en els grups control (MI) i tractats (MI amb fibrina, MI amb fibrina i ATDPCs 
cardíaques, MI amb fibrina i ATDPCs subcutànies). Els valors es representen com la 
mitjana ± SD. Diferències significatives respecte el propi control MI *p<0,05. 
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Els resultats mostren un augment significatiu de la densitat vascular a la regió 

del marge i al miocardi distal del infart en cors amb fibrina (26,08% superior 

respecte control) (p<0,01) i fibrina amb ATDPCs cardíaques (33,33% superior 

respecte control) (p<0,01). No obstant, tot i haver-hi també un augment en la 

densitat vascular dels cors tractats amb fibrina i ATDPCs subcutànies (5,79% 

superior respecte control), aquest no és estadísticament significatiu respecte el 

control.�

 

2.6 ESTUDI DE LA FUNCIÓ CARDÍACA MITJANÇANT 
ECOCARDIOGRAFIA  
�
Es va avaluar la funció cardíaca a partir de la fracció d'ejecció (FE) a diferents 

temps pre i post MI. La FE calcula la disminució del volum del ventricle 

esquerre del cor en sístole (contracció), respecte a la diàstole (repós). Així 

doncs, una fracció d'ejecció del 50% significa que el cor, al contraures, redueix 

el volum del seu ventricle esquerre a la meitat, respecte a la seva posició 

relaxada. A major fracció d'ejecció, més volum de sang és expulsat cap a 

l'aorta durant el període de contracció. 

Els valors obtinguts ens mostren una millora funcional en els animals tractats 

respecte els control. La FE va ser un 7,81%, 8,92% i 6,28% superior en animals 

tractats amb fibrina, fibrina més ATDPC cardíaques i fibrina més ATDPCs 

subcutànies als 15 dies post MI respectivament, comparat amb animals control 

(MI). Aquesta tendència es manté als 30 dies post MI en animals tractats amb 

fibrina (11,69%) i fibrina més ATDPC cardíaques (9,95%), i presenta una 

davallada en animals tractats amb fibrina més ATDPCs subcutànies (1,25%) 

respecte els animals control (Fig. 54).  
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Figura 54.  Evolució temporal dels paràmetres de les ecocardiografies en animals 
control (MI), tractats,  i sense infart (Sham).  Baseline: 1 dia abans MI; Post MI: 2 dies 
després MI. Els valors es representen com la mitjana ± SE. 

 

2.7 IDENTIFICACIÓ DE LES CÈL·LULES TRASPLANTADES I 
ESTUDI DE LA SEVA EXPRESSIÓ PROTEICA.  
 

Un cop finalitzada la monitorització in vivo per BLI, es sacrifiquen i s’extreuen 

els cors dels diferents ratolins per a la localització i estudi de l’expressió 

proteica de les cèl·lules incloses en les matrius de fibrina.   

Tan en el cas de les ATDPCs cardíaques com subcutànies es varen poder 

localitzar les cèl·lules implantades en la matriu de fibrina ja que aquestes 

expressen constitutivament la fluorescència vermella i específicament la 

fluorescència verda, transcripcionalment regulada pels promotors específics 

hPECAMp i hTnIp. L'activació de la fluorescència verda està en correlació amb 

l’activació monitoritzada in vivo del traçador bioluminescent (PLuc) 

transcripcionalment regulada pels mateixos promotors específics.    

Amb l’objectiu de verificar que l'expressió dels traçadors representa el de les 

proteïnes endògenes regulades pel mateix promotor, i per tant, també el grau  
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de diferenciació als llinatges endotelials i cardíac de les cèl·lules implantades, 

es van fer tincions immunofluorescents contra la proteïna endotelial PECAM-1 i 

contra la proteïna cardíaca troponina I. Els resultats obtinguts ens mostren com 

les ATDPCs cardíaques i subcutànies expressen tan les proteïnes associades 

al llinatge endotelial (PECAM-1) (Fig. 55) com les proteïnes associades al 

llinatge cardíac (hcTnI) (Fig. 56), en correlació amb l’expressió de la 

fluorescència verda transcripcionalment regulada pels promotors específics 

dels mateixos gens i amb els valors de BLI registrats in vivo. 

 

Com que les cèl·lules d’interès expressen traçadors fluorescents, en aquests 

experiments es va tenir especial cura en evitar el solapament de les diferents 

longituds d’ona d’emissió, pel que es va utilitzar un anticòs secundari (Cy5 

emissió λ=670) que emet a longituds d’ona molt separades a les de les 

fluorescències verdes i vermella endògenes. 
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Figura 55.�Cèl·lules en matriu de fibrina als 30 dies post implantació en MI. Panell 
superior ATDPCs subcutànies. Panell inferior ATDPCs cardíaques. D’esquerra a dreta 
de cada panell: fluorescència verda corresponent a l’expressió del gen eGFP 
transcripcionalment regulat pel promotor específic hPECAM-1p, fluorescència vermella 
corresponent a l’expressió del gen RFP trascripcionalment regulat pel promotor 
constitutiu, l’anticòs específic contra PECAM-1 (blanc) i superposició de les tres 
imatges amb la fluorescència blava corresponent a la tinció dels nuclis tenyits amb 
Hoechst. Barres = 25 μm�
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�Figura 56.�Cèl·lules en matriu de fibrina als 30 dies post implantació en MI. Panell 
superior ATDPCs subcutànies. Panell inferior ATDPCs cardíaques. D’esquerra a dreta 
de cada panell: fluorescència verda corresponent a l’expressió del gen eGFP 
transcripcionalment regulat pel promotor específic hTnIp, fluorescència vermella 
corresponent a l’expressió del gen RFP trascripcionalment regulat pel promotor 
constitutiu, l’anticòs específic contra hcTnI (blanc) i superposició de les tres imatges 
amb la fluorescència blava corresponent a la tinció dels nuclis tenyits amb Hoechst. 
Barres = 25 μm 
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La identificació per fluorescència de les ATDPCs subcutànies i cardíaques no 

permet detectar migració de les cèl·lules fluorescents cap a la zona del 

miocardi. En la figura 57 es mostra com excepció la presència d’una cèl·lula a 

la zona de la cicatriu en ATDPC cardíaques i subcutànies. 

 

 
 Figura 57. ATDPCs cardíaques, panell superior i subcutànies, panell inferior, en la 
matriu de fibrina als 30 dies post implantació en MI. Vermell, ATDPCs; blanc, 
immunotinció contra actinina murina per delimitar las zones de miocardi i fibrina. La 
línia de punts separa la regió del miocardi (My) de la de l'implant (Fibrin). Asterisc, 
ATDPCs en la zona del miocardi. Barres = 50 μm.tie 

�

2.8 ESTUDI DE LA FUNCIONALITAT MICROVASCULAR  
 

Per determinar qualitativament si la microvasculatura present en les zones del 

miocardi i fibrina són funcionals, abans del sacrifici s’injectà per la vena de la 

cua un  dextrà verd fluorescent d'alt pes molecular como a traçador del sistema 
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vascular funcional. En les seccions histològiques de la figura 58, es troben 

estructures vasculars, tant en la zona de la cicatriu com en la zona de l'implant 

de fibrina. A la vegada, les estructures capil·lars en la zona de l'implant 

contenen fluoresceïna, el que demostra una connectivitat funcional entre el 

miocardi i l'implant. Aquesta fenomen té lloc tant en implants de fibrina amb 

ATDPCs cardíaques i subcutànies (Fig. 58A), com en implants sense cèl·lules 

(Fig. 58B). En les matrius de fibrina amb cèl·lules, s'observa com en molts 

casos, les cèl·lules estan formant part de vasos funcionals al localitzar-se en el 

mateix lloc el vermell de les cèl·lules implantades amb el verd de la 

fluoresceïna i el blanc de tinció contra lectines. En alguns casos es pot 

observar la connexió vascular entre la zona del miocardi i l'implant de fibrina 

(Fig. 58C). 

 

�

Figura 58. Seccions histològiques que comprenen la regió de teixit cardíac (My) i 
implant de fibrina als 30 dies post implantació en MI, amb ATDPCs cardíaques (Ai C) i 
sense cèl·lules (B). Vermell, ATDPC cardíaques; blanc, tinció contra lectines; verd, 
Dextrà-fluoresceïna. La línia de punts separa la regió del miocardi (superior) de la de 
l'implant (inferior). Barra= 75 μm. 

�

3. ESTUDI PER BLI DE LA CAPACITAT ANGIOGÈNICA 
DE LES UCBMSC  
�
Les UCBMSCs es consideren com un potencial agent terapèutic per a la 

regeneració de teixits, al presentar pluripotencialitat així com la possibilitat de 

ser aïllades i expandides in vitro en grans quantitats. A la vegada, estudis 
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recents confirmen la no aparició de canvis morfològics i de senescència en 

temps prolongats de cultiu57, 58, el que podria suposar una millora en la viabilitat 

cel·lular en teràpies de regeneració in vivo. 

A diferència de les ATDPCs, no existeixen molts estudis que avalin la capacitat 

terapèutica d’aquestes cèl·lules en un model d’isquèmia. En un primer apartat 

s’estudia per BLI la capacitat de formació de vasos funcionals a partir d’un 

model in vivo amb matrigel, en paral·lel amb cèl·lules ATDPCs, de les quals la 

capacitat terapèutica ja ha estat demostrada. L'estudi de la capacitat de 

formació de vasos funcionals ens permet determinar el potencial terapèutic, ja 

que en la majoria de teixits una correcte regeneració requereix una 

neovascularització prèvia180, 181, 182.. En un segon apartat s’estudia per BLI la 

seva capacitat terapèutica en un model murí d’infart de miocardi. 

 

3.1 MARCATGE CEL·LULAR 
 

Es transfecten els dos tipus cel·lulars (UCBMSCs i ATDPCs) amb el constructe 

lentivíric que expressa els gens traçadors indicadors de la proliferació cel·lular 

(CMV:RLuc-mRFP-ttk) i amb el constructe lentivíric que expressa els gens 

traçadors transcripcionalment regulats pel promotor específic hPECAM-1p 

(hPECAM-1p: PLuc-eGFP), segons el diagrama de la figura 59.  
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Figura 59. Diagrama amb l'estratègia de transducció per marcar les UCBMSCs i 
ATDPCs. 

 

3.2 ESTUDI IN VIVO EN MATRIUS DE MATRIGEL 
 

Una vegada infectats els dos tipus cel·lulars, s’inclou cada un d’ells en matrius 

de matrigel i s’injecten subcutàniament en 4 punts dorsals de l’esquena del 

ratolí. Les matrius de matrigel són àmpliament utilitzades per avaluar la 

capacitat de diferenciació cel·lular al llinatge endotelial, ja que proporcionen el 

conjunt de factors necessaris per a la seva diferenciació.  

El mateix dia d'injecció i el dia 5 p.i, es monitoritza l’emissió de llum emesa pel 

gen traçador indicador de la proliferació cel·lular i el gen reporter 

transcripcionalmet controlat pel promotor hPECAM-1p. L'anàlisi de les imatges 

obtingudes (Fig. 60), ens mostren un augment significatiu en el ràtio PLuc/RLuc 

del dia 5 post implantació respecte al del dia d'injecció (p<0,001) en els dos 

tipus cel·lulars. No obstant, a dia 5 p.i, el ràtio PLuc/RLuc és significativament 

superior en les UCBMSCs (p=0,032) respecte les ATDPCs. 
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Figura 60. Panell superior, imatges representatives de BLI generades pels dos tipus 
cel·lulars. Tira superior imatges de PLuc;  tira inferior imatges de RLuc (n=4). Les 
barres de colors laterals representen els nivells d’intensitat bioluminescent per a la 
PLuc (blau, baixa; vermell, alta) i la RLuc (verd, baixa; blau, alta). Panell inferior: 
histograma representant els valors del ràtio PLuc/RLuc en UCBMSCs i ATDPCs. Els 
valors representen la mitjana ± SD. *, diferències significatives respecte el control in 
vitro (p<0,05);  #, diferències significatives entre els dos tipus cel·lulars (p<0,05). PHCs, 
“photon counts”. AU, “arbitrary light units”. 

�
Al cinquè dia de monitorització de l’emissió de llum in vivo, es sacrifiquen els 

ratolins i s’extreuen els implants per l’anàlisi posterior per PCR a temps real 

dels diferents gens associats al llinatge endotelial. Els resultats obtinguts (taula 
5) ens mostren un augment en tots els gens estudiats, tant en les UCBMSCs 

com amb les ATDPCs, excepte en l’expressió del gen SDF-1α per part de les 

ATDPCs. Pel que fa a l’expressió del gen PECAM-1, s’observa una diferència 

significativa entre els dos tipus cel·lulars, essent clarament superior en les 
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UCBMSCs. Aquest resultat valida els obtinguts per BLI. L’expressió dels gens 

CD36, Egr-3, SDF-1α i ILK també presenten valors significativament superiors 

en les UCBMSCs respecte de les ATDPCs. L’únic gen que presenta una 

expressió significativament superior en les ATDPCs respecte les UCBMSCs és 

el CD34. 

�
  

Taula 5.  Anàlisi de l’expressió gènica de diferents marcadors endotelials en 
UCBMSCs i ATDPCs cultivades in vivo en matrius de matrigel. * Per el càlcul de 
l’augment en l’expressió de cada gen (2-

ΔΔ
Ct) s’utilitza el valor promig de Ct 

corresponent a tres experiments independents realitzats per duplicat, emprant el 
GADPDH com a referència. 

�
�
�
Finalment, s'estudien els vasos funcionals de nova formació en les diferents 

matrius de matrigel. Al cinquè dia post implantació i abans del sacrifici, s'injecta 

el traçador verd fluorescent de microvasculatura (dextrà-fluoresceïna) per la 

vena caudal del ratolí i es compara la formació de vasos en la matriu de 

matrigel, així com la distribució cel·lular, per a cada tipus cel·lular (Fig. 61).  
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Figura 61. Panell superior, seccions histològiques representatives amb vasos 
funcionals (verds) en UCBMSCs i ATDPCs incloses en matrius de matrigel, 
implantades en ratolins perfundits amb el traçador verd fluorescent FITC-dextrà (Barra 
a escala: 100 μm). Les ampliacions inferiors  mostren les UCBMSCs i ATDPCs amb 
els diferents canals. Cada imatge presenta: nuclis tenyits amb DAPI; fluorescència 
verda corresponent a l’expressió del gen eGFP transcripcionalment regulat per un 
promotor específic i el traçador verd fluorescent de capil·lars; la fluorescència vermella 
corresponent a l’expressió del gen RFP trascripcionalment regulat pel promotor 
constitutiu; i la composició de les tres fluorescències. La superposició de cèl·lules 
fluorescents vermelles i verdes apareixen en groc (Barra = 20 μm). 

 

Com es pot veure en la figura 61, les matrius de matrigel amb UCBMSCs 

presenten més fluorescència verda que les ATDPCs, com a conseqüència de la 

major presència de vasos funcionals de nova formació. Una observació més 

detallada, ens mostra les UCBMSCs formant part dels vasos de nova formació 

(video 4), contràriament al que fan les ATDPCs que no es troben formant part 

de vasos funcionals. 
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Aquest últim estudi funcional, també coincideix amb els obtinguts tant per BLI 

com per PCR a temps real i suggereixen un elevat potencial de les UCBMSCs 

com agents vascularitzadors durant la regeneració de teixits. 

 

3.3 ESTUDI IN VIVO EN MODEL D’INFART DE MIOCARDI 
�
Una vegada determinat el potencial angiogènic de les UCBMSCs, s’estudia la 

seva capacitat per regenerar el miocardi danyat monitoritzat per BLI. S’utilitza el 

polímer de fibrina com estructura de suport cel·lular, amb la finalitat de facilitar 

l’estudi comparatiu entre tots els tipus cel·lulars.  

 

3.3.1 Marcatge cel·lular, inclusió en estructura tridimensional de 
fibrina i trasplantament en model d’infart de ratolí.  
 

S'utilitzen les mateixes UCBMSCs marcades en l'experiment anterior. 

S’inclouen en matrius de fibrina, mantenint-se en cultiu 48 hores abans del 

trasplantament en ratolins. En total es trasplanten 4 matrius de fibrina amb 

cèl·lules en 4 ratolins SCID femelles de 12 setmanes. En tots ells se’ls hi ha 

practicat un MI. Com a controls negatius es fan MI en 4 ratolins, als quals no 

se’ls hi aplica ni fibrina ni cèl·lules.   

 

3.3.2 Estudi in vivo per BLI.  
 

Els animals trasplantats es monitoritzen un cop per setmana durant 4 setmanes 

amb la finalitat d’avaluar la llum emesa pel gen traçador de la proliferació 

cel·lular (RLuc) i pel traçador transcripcionalmet controlat pel promotor específic 

hPECAM-1 (PLuc) (Fig. 62). 
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Figura 62. Imatges representatives mostrant la BLI dels trasplants de fibrina més 
UCBMSCs. La tira superior presenta imatges de la llum emesa pel traçador PLuc, 
regulat pel promotor específic hPECAM-1p; la tira inferior presenta imatges de la llum 
emesa pel constructe amb el gen traçador regulat pel promotor d'expressió constitutiva 
RLuc (n=4). Les barres de colors laterals representen els nivells d’intensitat 
bioluminescent per a la PLuc (blau, baixa; vermell, alta) i la RLuc (verd, baixa; blau, 
alta). 

 
 
L'anàlisi dels valors de la llum RLuc en el temps (Fig 63) ens mostra que 

després de sobreviure el 100% de les cèl·lules durant la primera setmana, es 

produeix una pèrdua progressiva de viabilitat cel·lular, quedant el 12,08%, 

12,69% i 2,96% de les cèl·lules en les següents 2a, 3a i 4a setmana 

respectivament.  
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Figura 63.�Supervivència de les cèl·lules implantades. L'histograma mostra els valors 
de RLuc obtinguts de les imatges per BLI al llarg del temps (n=4). Els valors es 
representen com la mitjana ± SD. PHCs, “photon counts”. AU, “arbitrary light units”. 

 
D'altra banda, la representació dels ràtios resultants de la llum emesa pel gen 

reporter transcripcionalment controlat pel promotor específic hPECAM-1p 

(PLuc) i la llum emesa pel gen reporter indicador de la proliferació cel·lular 

(RLuc), mostra un augment progressiu i significatiu de l'expressió del traçador 

endotelial (Fig. 64). Aquest augment progressiu fins la quarta setmana i 

paral·lel a la pèrdua de viabilitat, suggereix la selecció d'una població de 

cèl·lules que es diferencien al llinatge endotelial..   
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Figura 64. Histograma amb els canvis en els valors resultants del ràtio PLuc/RLuc. Els 
valors es representen com la mitjana ± SD.*p< 0,05. PHCs, “photon counts”. AU, 
“arbitrary light units”.  

�

 
3.3.3 Expressió gènica de les UBSMSCs en infart  
 

Per validar els resultats obtinguts per BLI, als 30 dies post trasplantament, es 

sacrifiquen els animals i s’extreu el cor per l’anàlisi de l’expressió gènica 

mitjançant PCR a temps real. Els valors obtinguts ens mostren un augment 

significatiu en l’expressió de la majoria dels gens estudiats  implicats en la 

diferenciació endotelial (CD-336, CD34, Egr-3, CD-31, SDF1α i HIF1α (Fig. 

65), confirmant la diferenciació endotelial de les UCBMSCs en el model d’infart 

agut i validant els resultats obtinguts per BLI. 
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Figura 65. Histograma amb el resultat de l’anàlisi de l’expressió dels gens 
associats al llinatge endotelial en UCBMSCs, 30 dies post implantació en el cor 
de ratolins amb MI. Pel càlcul de l’augment en l’expressió de cada gen (2-

ΔΔ
Ct) 

s’utilitza el valor promig de Ct corresponent a tres experiments independents 
realitzats per duplicat, emprant el GADPDH com a referència. Els valors es 
representen com la mitjana ± SD. *p<0,05.�

�

3.3.4 Anàlisi morfomètrica  
 

L’anàlisi morfomètrica, basat en la tinció tricròmica de Masson, mostra una 

reducció estadísticament significativa del 67,40% de l’àrea de la cicatriu del 

infart en els animals tractats amb el conjunt fibrina més cèl·lules respecte els 

controls amb MI (16.1 ± 7.5 % i 49.4 ± 16.1 respectivament;p<0.001) (Fig. 66). 
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�Figura 66. Seccions representatives de cor tenyides amb tinció tricròmica de Masson. 
Part esquerra de la imatge cor amb MI (control) i part dreta imatge cor amb MI tractat 
amb fibrina més cèl·lules. Les fletxes indiquen posició de la fibrina i els valors numèrics 
el % d’àrea de cicatriu (*p<0,001). Barra a escala 1mm.  

 

3.3.5 Anàlisi de la densitat vascular  
 
Per estudiar l'efecte de l'implant en la densitat vascular, s’analitza el nombre de 

vasos per unitat de superfície en el teixit miocàrdic del ventricle esquerre, 

mitjançant la tinció amb lectina GSLIB4. Els resultats ens presenten valors 

significativament superiors en els cors amb el conjunt fibrina més cèl·lules 

respecte el control (4,9 ± 1.4 i 8.1 ± 0.5 mm, respectivament; p<0.001), o el que 

és el mateix, un 65,30% més de densitat vascular en els cors tractats respecte 

els controls (Fig. 67) .    
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�
Figura 67. Panell superior, imatge representativa de les seccions de miocardi tenyides 
amb lectina GSLI B4 (blanc). Panell  inferior, histograma amb el percentatge d’àrea 
amb vasos en els grups control i tractats (*p<0.001). Barra a escala 75 μm. Els valors 
es representen com la mitjana ± SD. 

�

3.3.6 Identificació post sacrifici de les cèl·lules injectades i estudi de 
la seva expressió proteica 
 
Als 30 dies post implantació, s’analitza a partir d'imatges de fluorescència i BLI 

dels cors sencers, la presència de les cèl·lules UCBMSCs en la zona del infart 

en els animals sacrificats. La llum emesa registrada correspon a la BLI 

produïda pel gen reporter transcripcionalment regulat pel promotor específic 

hPECAM-1p, així com la fluorescència verda, regulada pel mateix promotor. 

D’altra banda, la fluorescència vermella observada correspon al traçador 

indicador de la proliferació cel·lular (Fig. 68). En tots els casos, l’emissió de 

llum o fluorescència es localitza en la zona de la cicatriu ventricular del cor on 

es va trasplantar el conjunt de cèl·lules i fibrina. 
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Figura 68. Fotografia representativa mostrant un cor extret a les 
4 setmanes amb MI i tractat amb el conjunt fibrina més 
UCBMSCs. D’esquerra a dreta cor amb fibrina (fletxes), emissió 
de BLI, fluorescència verda i vermella per part de les UCBMSCs. 
Barra a escala 1 mm. 

 

 

L'estudi posterior mitjançant microscòpia confocal de las secciones 

histològiques dels cors ens permet detectar les UCBMSCs dins els implants de 

fibrina, però en cap cas, s’observa migració de les cèl·lules cap a la zona de la 

cicatriu. Per analitzar el grau de diferenciació endotelial assolit per part de les 

UCBMSCs i validar els resultats dels traçadors fluorescents, les seccions 

histològiques es tenyeixen per immunofluorescència amb anticossos contra la 

proteïna PECAM-1 (CD31) del llinatge endotelial. Els resultats obtinguts ens 

confirmen l’expressió proteica de la proteïna PECAM-1 per part de les 

UCBMSCs, coincidint amb l’expressió de la fluorescència verda regulada pel 

promotor hPECAM-1p. De forma generalitzada, les UCBMSCs es troben 

localitzades al llarg de l'implant de fibrina formant estructures tubulars (Fig. 69). 
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Figura 69. Imatges histològiques mostrant les UCBMSCs formant estructures 
vasculars dins un polímer de fibrina adherit a la zona ventricular del cor amb MI. 
D’esquerra a dreta la imatge presenta la fluorescència verda corresponent a 
l’expressió del gen eGFP transcripcionalment regulat pel promotor específic 
hPECAMp, la fluorescència vermella corresponent a l’expressió del gen RFP 
trascripcionalment regulat pel promotor constitutiu, la tinció en blanc de l’anticòs 
específic contra la proteïna PECAM-1 i la superposició de les tres imatges amb la 
fluorescència blava corresponent a la tinció dels nuclis amb Hoechst. Barra a escala 
25 μm.  
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stem cells can be induced to the endothelial lineage and promote vascular 

growth in vivo. Coautoria. Sotmès a Cardiovascular Research.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



�
�

� 0##

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII. DISCUSSIÓ 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
                                                         



�
�

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



�������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������+-)'--+1�
�
�

� 0#.

El desenvolupament d’estratègies per a la regeneració de teixits per ET 

requereix un gran nombre d’estudis eficaços tan in vitro com in vivo. Mentre els 

estudis in vitro utilitzen condicions arbitràries i simplificades, que proporcionen 

dades indicatives, els estudis in vivo requereixen més temps i despeses com a 

conseqüència de la seva complexitat183. Les consideracions ètiques i 

econòmiques representen un altre dels esculls importants dels estudis in vivo. 

Els diferents comitès ètics han realitzat un gran esforç per evitar 

experimentacions in vivo innecessaris, donant lloc a la reducció del nombre 

d’animals utilitzats per investigació mèdica humana i veterinària del 31% al 

23%184. No obstant, actualment l’experimentació animal segueix essent 

indispensable al no poder reproduir in vitro condicions fisiològiques tan 

complexes. Així doncs, s'ha fet necessari desenvolupar mètodes d’anàlisi 

fiables que minimitzin al màxim el nombre d’animals a utilitzar.  

 

Validació de la plataforma d'imatge per a la monitorització in vivo de la 
viabilitat cel·lular i diferenciació cel·lular 
 

En la primera part d'aquesta tesis s’ha presentat la validació d’una alternativa 

metodològica a partir de l’anàlisi no invasiu per BLI i fluorescència de l’estat i 

diferenciació cel·lular, que permet l’estudi tan in vitro com in vivo de les 

diferents variables en ET, rentabilitzant així el nombre de recursos i temps a 

emprar.  

Els aspectes fisiomecànics i instrumentals de la BLI estan ben establerts i són 

relativament fàcils de controlar en sistemes enzimàtics aïllats i en cèl·lules in 

vitro. No obstant, el seguiment de cèl·lules implantades en animals vius i 

monitoritzades per tècniques bioluminescents d’imatge no invasiva, presenta 

més dificultats com a conseqüència de les diferències en l’ambient fisiològic i 

en les propietats òptiques dels diferents teixits. Amb l’objectiu de reduir al 

màxim l’error inherent en l’anàlisi in vivo, es va recórrer a una estratègia 

basada en fer una doble transfecció de les cèl·lules amb uns reporters 

quimèrics per l'expressió d'una luciferasa i una proteïna fluorescent (RLuc:RFP) 

regulats transcripcionalment per un promotor constitutiu (CMV) i uns altres 

reporters quimèrics (PLuc:eGFP) regulats transcripcionalment per un promotor 
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induïble teixit específic (hOCp, hPECAMp i HRE-12p). La relació entre 

l'expressió de les dues luciferases en la mateixa cèl·lula, ens facilita la 

interpretació dels valors obtinguts i els fa independents de l’estat de proliferació 

cel·lular. A la vegada, l’expressió de les proteïnes fluorescents ens permet 

també la detecció i posterior selecció de les cèl·lules transfectades, així com  la 

validació final ex vivo dels resultats obtinguts per BLI a partir de tècniques 

estàndards d’histologia. 

La capacitat de monitorització in vitro de l’estat i diferenciació cel·lular de les 

ATDPCs mitjançant la BLI és demostrat a partir de l’anàlisi del ràtio en 

l’expressió de PLuc/RLuc en el temps. Així doncs, les ATDPCs amb els gens 

traçadors regulats transcripcionalment per els promotors específics hOCp, 

hPECAMp i HRE-12p, s'indueixen a la diferenciació als llinatges endotelials o 

osteogènics, o es cultiven en condicions d'hipòxia. Els resultats són ràtios 

estadísticament significatius de 2,6, 3,4 i 5,5 vegades superiors als de les 

cèl·lules control, no induïdes o cultivades en condicions de normòxia, 

respectivament. Emprant una tècnica d’anàlisi independent (PCR a temps real), 

es correlacionen aquests valors amb l’anàlisi dels nivells d’expressió de mARN 

dels gens regulats pels corresponents promotors específics endògens. Els 

resultats obtinguts ens mostren un augment significatiu de 17, 13 i 2 vegades 

respectivament, comparat amb cèl·lules no diferenciades o cultivades en 

condicions normòxiques. 

Així doncs, els valors registrats en el ràtio PLuc/RLuc es correlacionen amb els 

obtinguts per PCR a temps real, tot  i presentar uns valors que no són 

exactament els mateixos. Aquestes diferències poden ser degudes al fet que 

els promotors específics que regulen els diferents traçadors no presenten tots 

els parells de bases que correspondrien als promotors naturals, sinó els parells 

de bases mínims que confereixen especificitat al promotor. A la vegada, també 

podria ser causa de la inserció a l'atzar en el cromosoma dels diferents vectors. 

 

Una vegada establerta l’eficiència dels diferents traçadors quimèrics per l’estudi 

de l’estat i diferenciació cel·lular in vitro, es passa a determinar si aquest tipus 

d'anàlisi també és possible in vivo, sens dubte una situació molt més complexa.  



�������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������+-)'--+1�
�
�

� 0#=

Per a la demostració de la capacitat de monitorització in vivo dels canvis en 

l’expressió gènica durant el desenvolupament ossi mitjançant la BLI, s’utilitzen 

les matrius de DBM, estructures d'os desmineralitzades que proporcionen els 

requeriments necessaris per induir la diferenciació òssia. En aquest model 

s’injecten les ATDPCs amb els diferents traçadors dins els DBM implantats en 

l’esquena de ratolins, i es fa seguiment de l’emissió de llum un cop per setmana 

durant 56 dies. Els valors obtinguts ens mostren un augment significatiu en el 

temps del ràtio PLuc/RLuc en les ATDPCs amb els gens traçadors 

transcripcionalment regulats per hOCp i hPECAM-1p. Els valors màxims 

assolits són de 15 i 125 vegades respectivament, indicant una possible 

diferenciació cap a llinatge ossi i endotelial. No obstant, no es va detectar un 

augment significatiu en el ràtio de les ATDPCs amb el traçador 

transcripcionalmet regulat pel promotor específic HRE-12p, el que ens indica un 

ambient poc hipòxic dins les matrius de DBM. L’anàlisi posterior per PCR a 

temps real de l'ARNm extret dels DBMs ens mostra un augment significatiu en 

l’expressió dels gens OC i PECAM-1 en el temps respecte les mateixes 

cèl·lules control en cultiu (valors màxims de 22,39 i 18,85 vegades 

respectivament), però no un augment en l'expressió dels gens que responen a 

la hipòxia. De la mateixa manera que el registrat in vitro, els valors obtinguts es 

correlacionen amb els registrats per BLI. Unes dades interessants són els 

valors clarament superiors en els ràtios PLuc/RLuc in vivo, respecte als 

obtinguts in vitro. Aquest fet es podria deure a la major opacitat dels teixits a 

longituds d’ona curtes, com les generades pels fotons emesos per la RLuc (480 

nm). De totes maneres, la causa més probable sigui l’ambient fisiològic en què 

s'implanten els DBM, així com l'origen natural dels DBM que proporcionen les 

característiques òptimes tan estructurals com moleculars per a la diferenciació 

osteogènica.  

Una altra línia de verificació dels resultats de BLI ha estat l'estudi de la 

funcionalitat microvascular en els DBM a diferents temps. La injecció 

intravenosa d'un traçador verd fluorescent (FITC) de dextrà d'alt pes molecular i 

que no presenta difusió capil·lar, ens permet observar tan la presència de 

fluorescència verda dins els DBM, com un augment de la mateixa en el temps. 

Aquests resultats ens confirmen mitjançant microscòpia de confocal la 
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presència en els DBM d'una xarxa de vasos funcionals connectats a l'hoste, 

així com el seu creixement progressiu en el temps. Això ens indica l'existència 

ens els DBMs d'una zona molt vascularitzada i per tan amb un ambient poc 

hipòxic, com ja s'havia indicat per BLI amb la no activació del traçador regulat 

transcripcionalment pel promotors de resposta a la hipòxia (HRE-12p). Al seu 

torn, l'augment progressiu en el temps de la vascularització presenta el mateix 

patró d'augment registrat per BLI en el traçador regulat transcripcionalment pel 

promotor específic PECAM-1.  

Una verificació addicional dels estudis per BLI s'obté a partir de l'anàlisi per 

microscòpia de confocal dels diferents DBMs, que ens permet localitzar les 

cèl·lules implantades dins el tramat vascular. La observació de la doble 

expressió de fluorescència vermella i verda per part de les cèl·lules 

implantades, ens permet no solament determinar la seva posició si no també la 

seva diferenciació als llinatges endotelial i osteogènic. L'estudi més detallat de 

les cèl·lules implantades amb el traçador tanscripcionalment regulat pel 

promotor hPECAM-1p ens mostra com les cèl·lules que presenten la doble 

expressió de fluorescència vermella i verda presenten una morfologia allargada 

i estan associades als capil·lars, mentre que en el cas de les cèl·lules 

implantades amb el traçador tanscripcionalment regulat pel promotor hOCp, les 

cèl·lules amb fluorescència vermella i verda, es troben disperses en la matriu 

de DBM i no associades a capil·lars. D'altra banda, es poden observar cèl·lules 

implantades amb fluorescència vermella, que tot i portar el traçador fluorescent 

verd transripcionalment regulat pel promotor HRE-12p, no l'expressen, indicant 

que no es troben en un ambient hipòxic, en correlació amb les observacions 

registrades per BLI. 

Finalment, es confirma la diferenciació de les cèl·lules implantades al llinatge 

endotelial i osteogènic a partir de la tinció per immunofluorescència amb els 

anticossos contra les proteïnes PECAM-1 i OC. A la vegada, d'acord amb els 

resultats de BLI i PCR a temps real, no es pot detectar presència de la proteïna 

HIF-1α mitjançant immunofluorescència en les cèl·lules implantades.  
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Aplicació de la BLI en l'estudi de la regeneració cardíaca a partir 

d'estructures tridimensionals de fibrina i cèl·lules (UCBMSCs, ATDPCs 
d'origen pericàrdic i subcutani)  
 

Tot i els avenços farmacològics i en estratègies de revascularització coronària, 

el conjunt de les malalties cardiovasculars, que inclou l’infart agut de miocardi 

(MI) i la insuficiència cardíaca congestiva (ICC), representen la principal causa 

de mort en els països desenvolupats (16,7 milions de morts anuals segons la 

OMS l’any 2004). Tradicionalment, l’única teràpia adreçada a solucionar el 

problema fonamental de la ICC, la pèrdua de cardiòcits, ha estat el 

trasplantament de cor, tractament que està molt limitat per l’escàs nombre de 

donants. Amb la finalitat d'oferir una millor alternativa als malalts, s'està 

intentant implementar l'ET per a la regeneració de lesions en teixit cardíac.  

En l’estudi presentat s’ha aplicat una teràpia per ET en models de ratolí amb 

MI, utilitzant diferents tipus cel·lulars d’origen mesenquimal i estructures de 

suport tridimensionals de fibrina, estudiant la proliferació cel·lular i la 

diferenciació a partir de la BLI. 

La selecció de les ATDPCs cardíaques i subcutànies per l’estudi, respon al 

potencial que presenten com a eines per a la regeneració cardíaca, tal i com 

s’ha demostrat en diferents treballs previs44, 185, 186. 

Els valors registrats per BLI ens presenten una evolució molt similar de les 

ATDPCs cardíaques i subcutànies pel que fa a la proliferació cel·lular en el 

temps tan en cors amb MI com Sham. 

Es detecta que en aquestes dues situacions es produeix una forta caiguda en 

la supervivència tan de cèl·lules subcutànies com cardíaques durant les tres 

primeres setmanes post implantació: 16,45% i 8,48% la primera setmana, 3,33 

% i 1,28% segona setmana, 1,61% i 0,80% tercera setmana  respectivament.  

La similitud entre els valors de supervivència pels dos tipus cel·lulars en ratolins 

amb MI i SHAM, suggereix que la causa d'aquesta pèrdua de viabilitat no és 

l'ambient en la zona infartada o depenent del tipus cel·lular. És més, aquesta 

forta caiguda en la viabilitat cel·lular, també s'ha observat en altres estudis on 

es recobreix la zona infartada amb cèl·lules humanes mesenquimals i mioblasts 

dins de matrius de col·lagen tipus I i matrigel187, 188. També és poc probable que 
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sigui un problema de toxicitat cel·lular com a conseqüència de la fibrina, al no 

haver-s’hi registrat in vitro pèrdues de viabilitat cel·lular durant llargs períodes 

de cultiu en matrius tridimensionals d'aquest material.  

Una possible causa de la caiguda en la viabilitat cel·lular podria ser la lenta 

cinètica de vascularització en la matriu de fibrina in vivo, que podria provocar la 

mort cel·lular registrada la primera setmana, al no poder suplir els requeriments 

metabòlics necessaris per el gran nombre de cèl·lules presents (1,5 x 106 

cèl·lules). La caiguda més lenta de la viabilitat cel·lular durant la segona i 

tercera setmana, podria ser conseqüència de l'assoliment d'un tramat vascular 

suficient pel manteniment cel·lular registrat. Aquests resultats posen de 

manifest dos temes importants. El primer, un problema que s'ha observat 

repetidament en els estudis de biomaterials in vivo i que consisteix en la 

incapacitat d'aquests per suportar la supervivència cel·lular en el període inicial 

de l'implant. El desenvolupament de biomaterials que proporcionin aquest tipus 

de suport hauria de ser un objectiu en aquest camp. El segon és la capacitat 

dels procediments d'imatge per avaluar la supervivència cel·lular en els 

materials en temps real, el que ens proporciona l'eina ideal per guiar el 

desenvolupament de materials amb aquestes propietats. 

Pel que fa a la monitorització per BLI de la diferenciació cel·lular, es registren 

valors molt similars en l'emissió de llum transcripcionalment regulada pel 

promotor específic hPECAM-1p, tan en ATDPCs cardíaques com subcutànies 

amb MI i Sham. En tots els casos s'observa un augment significatiu durant la 

primera setmana, tendència que es manté en la segona i tercera setmana. 

Aquests resultats ens permeten determinar la cinètica de diferenciació de les 

ATDPCs cardíaques i subcutànies al llinatge endotelial i de la mateixa manera 

que en el cas de la viabilitat cel·lular, aquesta diferenciació és independent de 

l'ambient en la zona del infart. Tècniques d'anàlisi independents, com la PCR a 

temps real i les immunofluorescències contra l'ab PECAM-1, ens confirmen 

aquesta diferenciació. És més, mitjançant microscòpia de confocal s’observa 

com les cèl·lules ATDPCs cardíaques i subcutànies es troben associades a 

vasos, que al seu torn s’identifiquen com a funcionals al trobar-se plens de 

fluoresceïna injectada prèviament per la vena caudal de la cua.  
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D’altra banda, la monitorització de la diferenciació cel·lular al llinatge cardiac 

per BLI, registra un augment des de la primera setmana tan en ATDPCs 

cardíaques com subcutànies, augment que es manté fins a la tercera setmana 

d’estudi, essent significativament superiors els valors registrats en les ATDPCs 

cardíaques. Estudis posteriors per PCR a temps real i les 

immunofluorescències contra l’ab hcTnI ens confirmen tan l’expressió positiva 

de diferents marcadors cardíacs, com la major expressió en ATDPCs 

cardíaques. Aquesta major capacitat de diferenciació de les ATDPCs 

cardíaques al llinatge cardíac, es correlaciona amb els resultats registrats en 

estudis previs44. Pel que fa als valors registrats en MI i Sham, no s’observen 

diferències significatives entre els dos grups, el que ens indica que la 

diferenciació al llinatge cardíac sembla ser independent de l’ambient en la zona 

del infart, com també s’ha registrat en la diferenciació al llinatge endotelial. 

Aquest fenomen podria estar causat per la possible barrera física que pot 

exercir la matriu de fibrina en la difusió de molècules senyalitzadores de la zona 

del miocardi. Aquesta possible barrera física podria explicar l’absència, excepte 

en algun cas anecdòtic, de cèl·lules implantades que hagin migrat de la zona 

de fibrina cap al miocardi adjacent.  

L'anàlisi morfomètric, de densitat vascular i funcional a partir d'ecocardiograma, 

ens mostren diferències significatives entre els animals tractats i no tractats. No 

obstant, s'observen poques diferències entre els animals tractats només amb la 

fibrina i la fibrina amb cèl·lules, el que es podria atribuir a la baixa supervivència 

cel·lular. Tot i així, l'efecte beneficiós de l'aplicació de la fibrina (31%), la fibrina 

amb ATDPCs cardíaques (32%) o subcutànies (36%) en el que fa referència a 

la mida del infart, és millor que l’observat en altres estudis amb la injecció 

intramiocàrdica de cèl·lules mare derivades de moll d’os 6,7% 189, cèl·lules mare 

cardíaques adultes 21%190,  o cèl·lules mare derivades de teixit adipós14%191. 

L’efecte terapèutic observat de la fibrina es deu probablement al seu potencial 

com a material angiogènic. La fibrina, de forma natural està relacionada amb la 

cicatrització de ferides actuant com a matriu natural per a l’angiogènesis. El 

procés es caracteritza per la migració de les cèl·lules endotelials pel coàgul de 

fibrina a través de la unió de les integrines αvβ3 als motius d’arginina-glicina-

asparragina192. La producció de plasmina per part de les cèl·lules endotelials 
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dóna lloc a la degradació de la matriu193. Aquesta disminució en la densitat en 

la fibrina, permet la formació dels capil·lars. A la vegada, un producte de la 

degradació de la fibrina, el fragment E de la mateixa, s’ha demostrat que 

indueix l’angiogènesis en membranes corioalantoides de pollastres194, i 

estimula la proliferació, migració i diferenciació microvascular de les cèl·lules 

endotelials195. L’administració exògena subcutània de fibrina en conills d’índia 

també ha demostrat el seu potencial com inductor angiogènic196. D’altra banda, 

també s’ha demostrat la seva capacitat com a reservori  de varis factors de 

creixement197 i d’enzims fibrinolítics198. 

La davallada en la viabilitat cel·lular de les ATDPCs cardíaques i subcutànies 

podria ser la causa que l’aport cel·lular en la millora cardíaca esdevingui de 

poca importància, tot i la diferenciació al llinatge endotelial i cardíac de les 

cèl·lules implantades. És per això que es es va plantejar millorar la 

supervivència cel·lular utilitzant tipus cel·lulars amb major capacitat de 

proliferació, tals com les UCBMSCs. Estudis recents han demostrat tan la seva 

elevada capacitat de proliferació in vitro, així com la resistència a l'aparició de 

canvis morfològics i de senescència en temps prolongats de cultiu57, 58. No 

obstant, hi han pocs estudis pel que fa a la seva capacitat de diferenciació199, 
200. En els estudis realitzats es varen marcar les UCBMSCs i ATDPCs amb els 

traçadors quimèrics indicadors de la proliferació cel·lular i diferenciació cel·lular 

al llinatge endotelial i es van injectar subcutàniament en matrius tridimensionals 

de matrigel. De la monitorització en el temps per BLI de la diferenciació al 

llinatge endotelial, s'observa un augment significatiu en els dos tipus cel·lulars 

als 5 dies post implantació, així com un augment significativament superior en 

les UCBMSCs respecte les ATDPCs subcutànies.  

Aquests resultats es validaren mitjançant estudis posteriors d’expressió gènica 

per PCR a temps real i de funcionalitat microvascular. Pel que fa a l’expressió 

gènica s’observa en conjunt una major expressió de marcadors endotelials en 

les UCBMSCs respecte a les ATDPCs, excepte en l’expressió del gen CD34. 

En el cas concret de l’expressió del gen PECAM-1 s’observa 9,9 vegades més 

d’expressió en les UCBMSCs, respecta a les ATDPCs. Una dada 

particularment interessant és la major expressió per part de les UBMSCs del 
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gen SDF-1α, relacionat amb la supervivència cel·lular, migració i reclutament 

de cèl·lules progenitores endotelials (SDF-1).  

L’estudi de la microvasculatura funcional de nova formació, mitjançant el 

traçador verd fluorescent, ens mostra un tramat vascular en tot el polímer de 

matrigel amb UCBMSCs, que és pràcticament inexistent en les matrius de 

matrigel amb ATDPCs subcutànies. A la vegada, una observació més detallada 

ens va permetre identificar les UCBMSCs formant part de l’estructura dels 

vasos, el que confirma els resultats registrats per BLI i PCR a temps real.  

 

L’aplicació posterior del conjunt fibrina més UCBMSCs per a la regeneració 

cardíaca post infart, ens confirma el potencial d’aquestes cèl·lules com a eina 

terapèutica. En aquests experiments la monitorització per BLI de les cèl·lules 

implantades ens mostra un patró de supervivència cel·lular superior en la 

primera (100%), segona (12,08%), tercera (12,69%) i quarta setmana (2,96%), 

respecte les ATDPCs cardíaques (8,48%, 1,28%, 0,90%, N.D (no detecció)%) i 

subcutànies (16,45%, 3,33%, 1,61%, N.D)) (Fig. 70). 

�

 

Figura 70.�Supervivència dels diferents tipus cel·lulars en matrius de fibrina i MI. 
L'histograma mostra els valors de RLuc obtinguts de les imatges per BLI al llarg del 
temps (n=4). Els valors es representen com la mitjana ± SD. PHC, “photon counts”. 
AU, “arbitrary light units”.�
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La monitorització per BLI de la diferenciació cel·lular al llinatge endotelial ens 

indica una activació en les UCBMSCs a partir de la segona setmana post 

implantació, tendència que es mantingué i augmentà fins a la quarta setmana. 

En general, els valors registrats per BLI de la diferenciació cel·lular al llinatge 

endotelial són molt similars en els tres tipus cel·lulars estudiats fins ara. 

L’anàlisi posterior de l’expressió de diferents gens endotelials per PCR a temps 

real a les 4 setmanes post implantació, ens mostra una activació similar a la 

registrada en les ATDPCs cardíaques i subcutànies, validant els resultats de 

BLI. Una dada addicional als resultats és la que s’aporta en l'anàlisi per 

immunofluorescència de la localització i expressió del marcador endotelial 

PECAM-1. De la mateixa manera que les ATDPCs cardíaques i subcutànies, 

les UCBMSCs presenten un patró de diferenciació al llinatge endotelial molt 

similar i una incapacitat de migració a la zona de la cicatriu pràcticament nul·la. 

No obstant, en aquests experiments el conjunt fibrina més UCBMSCs va 

generar una densitat vascular en la zona del infart  (Fig. 71A) i  una reducció 

de la mida del infart (Fig. 71B) significativament superiors als altres dos tipus 

cel·lulars estudiats i a la fibrina sola. 

�

Figura 71. Histograma amb el percentatge d’àrea amb vasos en els grups control i 
tractats (A). Histograma amb la representació dels valors registrats en l’àrea de cicatriu 
dels infarts en els grups control i tractats (B). Els valors es representen com la mitjana 
± SD. *p<0.05. 
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Donada la similitud entre la capacitat de diferenciació endotelial dels tres tipus 

cel·lulars i la seva incapacitat de migrar al miocardi adjacent, aquests resultats 

suggereixen que la major viabilitat cel·lular i la corresponent prolongació d'un 

efecte paracrí amb l'aport de factors angiogènics i antiapoptòtics201, podria ser 

la causa principal de la major capacitat terapèutica. 

 

En resum, els resultats obtinguts per BLI ens han permès avaluar en el temps 

la supervivència y diferenciació cel·lular in vivo. Pel que fa a la supervivència 

cel·lular s'ha pogut identificar la necessitat d'utilitzar biomaterials que millorin la 

supervivència cel·lular durant les primers setmanes de l'implant, així com el 

potencial dels procediments d'imatge per aquesta finalitat. En relació a l'estudi 

de la diferenciació cel·lular monitoritzada per BLI i validada per tècniques de 

PCR a temps real, microscòpia per confocal i immunofluorescència, ens ha 

permès definir la major capacitat de diferenciació al llinatge cardíac de les 

ATDPCs d'origen epicàrdic respecte les d'origen subcutani, així com la mateixa 

capacitat de diferenciació al llinatge endotelial per part dels tres tipus cel·lulars 

estudiats (ATDPCs cardíaques, ATDPCs subcutànies i UCBMSCs) i la seva 

associació a un sistema vascular funcional. En aquest apartat queda per 

explorar la capacitat de diferenciació al llinatge cardíac per part de les 

UCBMSCs.     

Dels tres tipus cel·lulars estudiats, les UCBMSCs són les que mostren una 

major capacitat terapèutica, essent estadísticament superior al de la matriu de 

fibrina per si sola tan pel que fa en la inducció de la vascularització del miocardi 

adjacent a l'implant, com en la reducció de la mida del infart. No obstant, en cap 

cas s'ha observat migració de les cèl·lules implantades cap a la zona del 

miocardi adjacent.  En aquest sentit, caldria acabar de confirmar aquesta major 

capacitat terapèutica per part de les UCBMSCs a partir de l'anàlisi funcional per 

ecocardiografia. 

Que les UCBMSCs presentin el millor efecte terapèutic pot ser degut a l'efecte 

paracrí més prolongat que exerceixen sobre el miocardi adjacent. Aquesta 

possible causa es veu reforçada pels valors de BLI registrats que ens indiquen 

la major supervivència de les UCBMSCs respecte els altres tipus cel·lulars, així 

com per la similitud en la capacitat de diferenciació al llinatge endotelial en els 
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tres tipus cel·lulars i la falta de tropisme en tots ells cap a la zona del miocardi 

adjacent. 
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1. S'ha demostrat la capacitat de monitoritzar in vitro i in vivo la proliferació 

i diferenciació cel·lular mitjançant la BLI. Utilitzant dues luciferases, una 

regulada per un promotor constitutiu i una altra regulada per un promotor 

específic, es fa possible obtenir informació dels canvis d'expressió 

gènica per cèl·lula, evitant artefactes produïts per la mort i/o la 

proliferació cel·lular.  

 

�/ La utilització de traçadors quimèrics que donen lloc a proteïnes 

bioluminescents i fluorescents, permet la utilització de la fluorescència 

per a la selecció per FACS de cèl·lules transfectades, per a la 

localització en els teixits i per a la determinació del seu estat de 

diferenciació per histologia/�Al ser la proteïna reporter quimèrica (un únic 

polipèptid) i estar regulada per un sol promotor, s'assegura l'expressió 

conjunta i en  la mateixa proporció d'activitat fluorescent i 

bioluminescent.�

 

�/ L'aplicació de la BLI en l'estudi de la capacitat de regeneració cardíaca 

del conjunt fibrina més cèl·lules, ens ha permès monitoritzar la 

supervivència i diferenciació cel·lular en UCBMSCs i ATDPCs d'origen 

epicàrdic i subcutani. Els valors de BLI s'han validat per tècniques de 

PCR a temps real, microscòpia de confocal i immunofluorescència.�

 

4. La supervivència cel·lular és clarament superior en les UCBMSCs i la 

diferenciació cel·lular al llinatge endotelial és similar en els tres tipus 

cel·lulars. La diferenciació cel·lular al llinatge cardíac, només estudiada 

en ATDPCs cardíaques i subcutànies, és estadísticament superior en les 

primeres.  

 

5. La matriu de fibrina aporta millora terapèutica en la regeneració cardíaca 

al estimular l'angiogènesi en la zona de l'implant.  

 

6. Les UCBMCs amb fibrina presenten una major capacitat terapèutica 

respecte els altres tipus cel·lulars i la matriu de fibrina sola, com a 
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conseqüència d'una major supervivència cel·lular i un possible efecte 

paracrí més prolongat.
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Descripció dels marcadors endotelials analitzats: 

 
EGR-3: De l'anglès early growth response factor 3, forma part de la família Egr, 

que actuen com a mitjancers de respostes primerenques o immediates, 

desencadenades per l’activació de receptors de superfície, en una àmplia 

varietat de tipus cel·lulars. És un candidat com a mediador primerenc de 

l’angiogènesi induïda per VEGF157. 

 
Factor von Willebrand (vWF): És una glicoproteïna imprescindible per a una 

homeòstasi normal. Està sintetitzat per les cèl·lules endotelials, els 

megacariòcits i el teixit connectiu subendotelial202, 203, 204. vWF procura l’adhesió 

de les plaquetes al subendoteli després d’una lesió vascular204 i també té un 

paper important en la interacció entre les cèl·lules endotelials i la seva 

matriu205. La manca o deficiència d’aquest factor desencadena la malaltia de 

von Willebrand i està implicat en un gran nombre d’altres malalties204. 
 
CD34: És una molècula present en diversos tipus cel·lulars. És una 

glicoproteïna de superfície que té funcions en l’adhesió cèl·lula-cèl·lula206. 

També participa en la unió entre les cèl·lules mare i la matriu extracel·lular del 

moll d’os o directament amb les cèl·lules estromals207. CD34 és expressat per 

cèl·lules hematopoètiques del cordó umbilical i del moll d’os, cèl·lules 

progenitores endotelials i cèl·lules endotelials dels vasos sanguinis, entre 

d’altres208, 209, 210. 

 
CD31: També anomenat PECAM-1 (de l'anglès platelet endothelial cell 

adhesion molecule), té un paper clau en l’eliminació dels neutròfils vells de 

l’organisme. S’expressa en gran quantitat en cèl·lules endotelials, però també 

en plaquetes, macròfags, fibroblasts i osteoclasts, entre d’altres. CD31 participa 

en les unions cèl·lula-cèl·lula, en la migració transendotelial dels neutròfils i està 

implicat en l’angiogènesi156, 211, 212. 

 
CD102 (ICAM-2): És una proteïna transmembrana que s’expressa de forma 

constitutiva en cèl·lules de l’endoteli vascular i també en algunes poblacions de 
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limfòcits i monòcits. CD102 té un paper clau en l’adhesió de les cèl·lules 

endotelials a integrines213. També participa en la transmigració i activació 

limfocitària. 

 
CD36: És una proteïna de superfície, membre de la família de receptors 

scavenger. S’expressa en molts tipus cel·lulars i interactua amb un gran 

nombre de lligands, incloent-hi el col·lagen214, LDL oxidada215, lipoproteïnes 

natives216, etc. El CD36 està implicat en l’homeòstasi, trombosi, inflamació, 

metabolisme dels lípids i de la glucosa217, 218 i aterogènesi219. 

 
SDF-1 (CXCL12): De l'anglès stromal derived factor-1, és una potent molècula 

quimiotàctil per als limfòcits220. La interacció de SDF-1 amb CXCR4 activa 

diferents vies implicades en la supervivència, proliferació, adhesió i migració221. 

En l’adult té un paper important en l’angiogènesi reclutant les cèl·lules 

progenitores endotelials del moll d’os en un mecanisme dependent de 

CXCR4222. 
 
VEGF: Entre els inductors de l’angiogènesi, el VEGF (de l'anglès vascular 

endothelial growth factor), és el més ben caracteritzat i segurament la molècula 

més important. El VEGF està implicat en la regulació de múltiples passos en 

l’angiogènesi. Afavoreix la vasodilatació inicial augmentant la permeabilitat de 

les cèl·lules endotelials i afavorint el transport de proteïnes plasmàtiques223. El 

VEGF també augmenta els activadors del plasminogen i MMP-1 en les cèl·lules 

endotelials224 així com la seva proliferació i migració i a més, en redueix 

l’apoptosi225, 226. 

 
EphB2: És un receptor de membrana de la família de les ephrines-B. La seva 

expressió està associada al desenvolupament endotelial arterial227. Estudis 

amb ratolins deficients en l'expressió de ephrin-B2 mostren la disrupció del 

desenvolupament vascular embrionari com a conseqüència de la deficient 

reestructuració de la trama vascular primogènica228.� 
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HIF-1αα: La subunitat alfa del factor 1 induïble per hipòxia és una proteïna que 

juntament a la subunitat beta formen el domini HIF1. La subunitat alfa és un 

factor de transcripció sobreexpressat en cèl·lules de mamífers que es troben en 

condicions de baixa concentració d'oxigen. Juga un paper essencial en la 

resposta cel·lular i sistèmica a la hipòxia229.  
 
Descripció dels marcadors cardíacs analitzats:  
 
GATA-4: Forma part d’una família de factors de transcripció formada per sis 

proteïnes (GATA-1-6), totes implicades en el desenvolupament embrionari i la 

generació de tipus cel·lulars específics230. GATA-4 és un dels primers factors 

expressats en el desenvolupament de les cèl·lules cardíaques231  i continua 

present en els cardiòcits durant la vida adulta232, on regula l’expressió de gens 

cardíacs233, 234 i és necessari per a la viabilitat dels miòcits235. En el cor adult, 

GATA-4 juga un paper important en la regulació de l’expressió gènica per al 

manteniment de l’homeòstasi cardíaca, ja que promou la supervivència cel·lular 

i inhibeix l’apoptosi235, i també en la regulació del creixement hipertròfic236. 

GATA-4 regula la transcripció de nombrosos gens cardíacs, incloent-hi el factor 

natriurètic auricular237, pèptid natriurètic tipus b (BNP), cadena pesada de la α-

miosina, β-MHC, cTnI i molts d’altres238. Es creu que GATA-4 podria ser un 

mediador de l’angiogenesi al cor després d’una lesió239. 

 

Nkx2.5: Factor de transcripció també conegut com a Csx, és un regulador crític 

de l’expressió gènica cardíaca i del desenvolupament del cor. Nkx2.5 és 

altament expressat per les cèl·lules progenitores del cor primerenc quan es 

comprometen cap al llinatge cardíac durant l’embriogènesi i es continua 

expressant al cor a l’edat adulta240, 241. A l’edat adulta, s’ha vist que Nkx-2.5 

regula l’organització sarcomèrica en els cardiòcits242 i l’expressió de proteïnes 

cardíaques clau, com la connexina-43243. El seu paper al cor adult només es 

coneix parcialment, i s’hipotetitza que també podria participar en la resposta 

hipertròfica cardíaca244. Per altra banda hi ha evidències que podria actuar com 

un factor de supervivència i cardioprotecció245. 
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Tbx5: Tbx5 o T-Box 5 forma part de la família dels gens T-box que codifiquen 

per factors de transcripció implicats en diversos aspectes dels patrons de 

formació en els embrions, tant vertebrats com invertebrats, i que es 

caracteritzen per un domini d’unió a l'ADN molt conservat246. Té un paper clau 

en el desenvolupament cardíac primerenc247. Tbx5 s’associa amb Nkx2.5 i 

sinèrgicament promouen la diferenciació cardiomiogènica248. Ambdós s’uneixen 

directament al promotor del gen per la proteïna cardioespecífica, anomenada 

precursor del pèptid natriurètic tipus A (NPPA). Tbx5 també interacciona amb 

GATA4 i, fins i tot, sembla que forma un triple complex amb Nkx2.5 que seria el 

que regularia un seguit de gens cardíacs específics249. 

 
α-actinina sarcomèrica: És una proteïna de 100 KDa que forma part del 

citoesquelet d’actina de les cèl·lules musculars. Concretament, la α-actinina 

sarcomèrica uneix els filaments d’actina entre si en zig-zag, un patró conegut 

com a filaments Z 250, 251. 
 

Troponina I cardíaca: La troponina I és la subunitat inhibidora del complex de 

tres proteïnes implicat en la regulació mitjançant el calci de l’actomiosina 

ATPasa durant la contracció muscular. Concretament, el paper de la troponina I 

és la d’unir-se a l’actina per mantenir el complex troponina-tropomiosina al lloc 

correcte. La isoforma cardíaca de la troponina I es diferencia de les altres dues 

presents al múscul esquelètic per una cua d’uns 30 aminoàcids que conté uns 

residus de serina que en ser fosforilats faciliten la relaxació muscular 

miocàrdica252. 

 

SERCA2 (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+): És una bomba de calci la 

funció de la qual és transportar el calci des del citoplasma al reticle 

sarcoplasmàtic. SERCA2 és una proteïna transmembrana d’uns 100 KDa que 

forma part d’una família d’isoenzims molt conservada253. SERCA2 té 2 

isoformes fruit de l’splicing alternatiu. SERCA2a s’expressa predominantment al 

cor i al múscul esquelètic254, i SERCA2b s’expressa a la musculatura llisa i a la 

majoria de teixits no musculars255,256. 
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Connexina-43 (Cx-43): És una proteïna de 43 KDa que forma part d’una 

família de proteïnes estructurals transmembrana. A partir de la unió de 6 

molècules de connexina formen unes estructures anomenades gap junctions 

essencials per a molts processos fisiològics, com la despolarització coordinada 

del múscul cardíac. Cx-43 també s’expressa a les cèl·lules de l’estroma del moll 

d’os, on s’ha vist que podria ser crucial en el desenvolupament d’una resposta 

eficient davant d’un estrès hematopoiètic257. Aquesta connexina s’expressa a la 

superfície dels vasos amb aterosclerosi, al cervell i la més abundant al cor, tant 

a la membrana citoplasmàtica dels cardiòcits com a les seves mitocòndries 258. 

 
Mef2C: El factor potenciador específic de miòcits 2C (de l'anglès myocyte 

enhancer factor-2) és  un factor de transcripció de la família Mef2 associat al 

manteniment de l'estat de diferenciació en cèl·lules musculars. Estudis en 

ratolins deficients en Mef2C mostren anomalies cardíaques i en els sistema 

vascular259.  

 
Descripció de marcadors osteogènics i d'elements de resposta a la 
hipòxia:  

 
Osteocalcina: És una hormona peptídica lineal formada per 49 aminoàcids i 

produïda pels osteoblastes durant la formació òssia, incorporant-se dins de la 

matriu òssia. Com a hormona en el cos, actua en les cèl·lules beta del 

pàncrees augmentant la producció d'insulina, i a la vegada actua en les 

cèl·lules grasses per l'alliberament de la hormona adiponectina, la qual 

augmenta la sensibilitat a la insulina260.  

 
LDHA: L'enzim lactat deshidrogenasa A catalitza la conversió de la L-lactat i 

NAD+ en piruvat i NADH en els últims passos de la glicòlisi anaeròbica. La seva 

expressió és induïda en condicions d'hipòxia261.�
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PGK1: L'enzim fosfoglicerat quinasa 1 catalitza la conversió del 1,3-

difosfoglicerat a 3-fosfoglicerat en la glicòlisi anaeròbica. Igual que en el cas de 

la LDHA, la seva expressió és induïda en condicions d'hipòxia262. 
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Com ha passat el temps!!!!. Crec recordar que tenia més cabell al cap i menys 

panxa…Què hi farem, és el que toca. Sens dubte aquest temps passat s’ha 

pogut superar gràcies a totes aquelles persones amb les que he compartit dies 

de tristesa, alegria, frustració, més frustració, resignació, il·luminació, foscor, 

pluja, sol,… 

Sou vosaltres qui heu donat sentit al fet d’aixecar-se després de caure. És per 

això que us considero co-autors d’aquesta tesis i els autèntics campions!!!!!!.... 

Apa doncs, aquests són els meus campions: 

-Jerónimo i Núria, altrament coneguts com JeroNuri, unitat indivisible i pares 

científics. Segurament mai us ho he dit, però segur que els ulls m’han delatat 

cada vegada que parlàvem d’experiments o de l’últim documental vist. M’heu 

donat tot allò que es necessita per créixer com a persona; confiança i il·lusió. 

No sabeu fins a quin punt m’heu permès créixer i us estaré sempre agraïts. Si 

pogués us adoptava!!!!. 

-Eli i Maria, també conegudes en companyia meva com les tres maries, la caca, 

la merda i la porqueria. Sens dubte heu estat els dos pilars que m'han permès 

aguantar tots aquells dies on la única sortida semblava sortir corrents. Varem 

començar com companys, però acabem com amics. Ara recordo tots els 

moments passats i la veritat és que se’m fa un nus a l’estómac. Us trobaré 

mooolt a faltar, pel que espero poder seguir rient amb la “zudoroza” i la “rusa” 

mentre fem un cafè. Gràcies per compartir les alegries i les penes del dia a dia i 

per estar al meu costat en moments difícils. Eli, estic segur que el projecte que 

estàs a punt de començar serà tot un èxit. T’ho mereixes, eres la “meor”. Maria, 

“hija mía”, estic segur que acabaràs sent una gran científica, espero que 

recordis “quien es tu padre” i acabis perfeccionant el llenguatge dels gats 

(miau, miau).  

-Marta V, Irene, Olaia, Didac i Marta G, formeu o heu format part del grup i heu 

aportat grans moments que no oblidaré.  Marta G, fa poc que ens coneixem 

però és com si et coneixes de tota la vida, et rius de les mateixes bromes i això 

té molt de mèrit. Espero conèixer aviat a la Pelma i al Nino, ah i com no en 

Quim. 

-Carol S; l’àngel salvador, il·luminació científica i persona amb el cor més gran 

que he vist mai. Cris; “snif”, “snif”, com se t'ha trobat a faltar i que bé que ens 
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ho hem passat aquelles tardes de confidències i rasca-rasca. Carol G; la súper 

veterinària que ens ha fet riure sempre i veure les coses amb optimisme. Santi; 

el crack, ets un tros de pa i un científic excel·lent. En conjunt, amb l'Aida i en 

Toni, sou per mi part del grup i us he d’agrair bona part de la tesis.  

-Chema, Pablo C, Rodri, Xevi, Anna G, Anna LL, Olivier, Laura C, Ricardo,  

Sandra C, Mar, Rosa A, Rosa S, Esther P, Gemma A, Gemma V, Maribel, 

Núria, Leif, Roberta, Blanca, Carolina, Esther, Quim, Anna N, Sílvia A, Ona, 

LLuís, Javier F, Javier C, Mónica, Javier R, Sónia V, Diana, Olaya G, Sónia V, 

Laura C, Javier C, Raquel, Maite, Maisa, Vicenta, Pablo A, Àngel, Oriol, Ma 

Àngels, Sergi, Ona, Sónia H, Patrícia, Maria, Pepi, Raul……. I en conjunt tot 

l’univers ICCC-CSIC, amb qui no he pogut compartir tot el temps que m’hagués 

agradat, però a qui he d’agrair els somriures, ajuts i ànims que m’heu aportat. 

Pablo C i Chema, amb vosaltres si he pogut compartir més moments científics i 

alguns més de “coxondeo del bueno” que han desencallat moltes frustracions. 

Chema, gràcies per les correccions, m'han anat molt i molt bé. 

-Iván i Román, gràcies per compartir en parella moments tan divertits i 

inoblidables. Espero seguir compartint grans moments plegats. 

-Albert i Ernest, amics i companys de carrera, gràcies per aguantar tardes i 

trades de cafè on us confirmava per enèssima vegada que aquell any acabava 

la tesis. 

-Sergio Padilla i Sergio Tejedor, gràcies per ser tan bons amics durant tots 

aquests anys i espero seguir compartint “for ever” la vostra companyia. Sergio 

Padilla, a tu especialment té d’agraïr tots els moments que has compartit amb 

mi. No saps fins a quin punt m'has ajudat, ja no només solucionant greus 

problemes informàtics (per cert, encara et dec una....), si no sobretot escoltant-

me sempre que t'he necessitat. Gràcies amic!!!.  

-Ascenció, gràcies per tenir una filla tan preciosa i per compartir passejos i caps 

de setmana tan agradables. 

-Bonnie i el Drogui, pares, patrocinadors, amics i confidents. Us dec massa per 

ser resumit en dues línies. Quantes coses ens han passat, bones i no tan 

bones, sempre plegats veient créixer aquesta família tan collonuda que porta la 

vostra signatura. És un plaer dir que sou els meus pares i les persones que 
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més han cregut amb mi, fins i tot quan no feia més que dormir i jugar al futbol. 

Quina paciència!!!!... 

-Els meus germans, Mónica i Óscar. Amb vosaltres he crescut i descobert el 

que és compartir i disfrutar de la companyia. Gràcies per donar-me sempre 

ànims i considerar que el vostre germà petit no és tan totxo com sembla, tot i 

que es deixes clavar una grapa a la ma de forma accidental!!!!. Gràcies per 

compartir la vostra vida amb unes parelles de viatge tan fantàstics, en Manel i 

la Cris. Però sobretot, gràcies per donar vida a les coses més maques i ben 

parides del mon, en Jan, la Laia, la Júlia i l’Ona. 

-Nimfa, Zeus, Neptú, Horus, Lopes, Lolita, Pruna, Minnie i Sinatra. Qui ha dit 

que no es pot parlar amb els animals. Amb ells he tingut les converses més 

intel·ligents i profitoses de la meva vida. Heu estat els millors amics que podria 

tenir. Les vostres mirades, llepades, remenades de cua i converses m’han 

salvat de caure en depressions absurdes tots aquells dies en què res sortia, en 

què et contestaven per enèsima vegada que no acceptaven un article, en què 

t’enfadaves per qualsevol tonteria. Gràcies per ser la millor companyia. 

-Finalment, la CAMPIONA número 1. Alícia, què he de dir de tu?. Que has 

tingut una paciència infinita a l'aguantar dia rere dia allò d’aquest any acabo la 

tesis. Que m’has animat en tot moment i aguantat els atacs de pànic, ira, 

bogeria, acudits dolents, més acudits dolents…Que no et canses de mi tot i la 

manca de virtuts. Que la falta de cabell i excés de panxa te’l mires amb un 

somriure. Que  t’has casat amb mi!!!!. Que has aguantat les meves fugides cap 

el laboratori en caps de setmana i vacances, així com hores i hores d’ordinador. 

Que m'has fet veure les desgràcies com a portes a altres possibilitats. Per tot 

això i molt més, et dec un millor de gràcies, petons i pessigolles. T'estimo!!!. 
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