
   

 

 

 

Posada a punt d'un model 

d'angiogènesi in vitro per estudiar 

l'acció del Plasma Ric en Plaquetes 

(PRP) en la regeneració de teixits. 

 

 

Nom de lôestudiant: Irene García Jiménez 

Nom del tutor/a: Elisabet Sarri Plans 

 

28/05/19 

 

 

MEMÒRIA DEL TREBALL FINAL DE GRAU 

Curs: 2018-2019 



Posada a punt dôun model dôangiog¯nesis in vitro per estudiar lôacci· del PRP en la regeneraci· de teixits 

 

2 

 
Grau en Biotecnologia 

P¨gina dôagraµments 

 

En primer lloc, môagradaria agrair a la meva tutora la Dra. Elisabet Sarri el suport rebut 

duran tot el desenvolupament del TFG i per compartir amb mi els seus coneixements i 

a la Dra. Marta Otero, cap del grup de recerca TR2Lab, per donar-me lôoportunitat de 

formar part del seu grup i per la confiança depositada en mi. 

Tamb® môagradaria donar les gr¨cies al personal de laboratori de la Uvic-UCC, en 

especial a la Montserrat Masoliver i a la Mª Cristina Martín, per la predisposició que 

tenen sempre a ajudar. 

I per últim a la meva família, per tot el suport al llarg del grau i en la redacció del TFG, 

perquè sense ells no hagués estat possible. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Posada a punt dôun model dôangiog¯nesis in vitro per estudiar lôacci· del PRP en la regeneraci· de teixits 

 

3 

 
Grau en Biotecnologia 

Resum / Resumen / Abstract 

 

El PRP sôutilitza com a teràpia regenerativa perquè ajuda a millorar el procés de cicatrització de 

ferides cròniques de la pell a lôestimular lôangiog¯nesi, però hi ha alguns casos en els que no 

funciona. Per aquest motiu, es proposa establir un model dôangiog¯nesi in vitro ï en una 

superfície coberta de gelatina en comptes de Matrigel ï en el que poder testar el PRP de 

pacients amb ferides cròniques cutànies i verificar si funciona. Per fer-ho sôhan realitzat assaigs 

dôangiog¯nesi amb la línia cel·lular HUVEC, on sôha estimulat la formació dôestructures tubulars 

amb factors de creixement alliberats per plaquetes activades (WPr). Sôha observat que quan 

sôafegeix WPr al 75% en el medi, a les 4 h les cèl·lules sôhan alineat i sôhan organitzat en 

cercles formant una xarxa. És encara necessari optimitzar el model dôangiog¯nesi in vitro que 

hem posat a punt, però sôha pogut comprovar que no cal tenir una cobertura de superfície en 

Matrigel per poder realitzar assaigs dôangiog¯nesi. 

 

Paraules clau: PRP, ferides cròniques cutànies, assaigs dôangiogènesis, HUVEC 

 

El PRP se utiliza como una terapia regenerativa porque ayuda a mejorar el proceso de 

cicatrización de heridas crónicas de la piel al estimular la angiogénesis, aunque existen casos 

en los cuales no funciona. Por este motivo, se propone establecer un modelo de angiogénesis 

in vitro ï en una superficie cubierta de gelatina en lugar de Matrigel ï en el que se pueda testar 

el PRP de pacientes con heridas crónicas cutáneas y verificar si funciona. Para llevarlo a cabo 

se han realizado ensayos de angiogénesis con la línea celular HUVEC, donde se ha estimulado 

la formación de estructuras tubulares con factores de crecimiento liberados por plaquetas 

activadas (WPr). Se ha observado que cuando se añade WPr al 75% en el medio, a las 4 h las 

células se han alineado y organizado en círculos formando una red. Aún es necesario optimizar 

el modelo de angiogénesis in vitro que hemos puesto en marcha, aunque se ha podido 

comprobar que no es necesario disponer de una cobertura de superficie en Matrigel para poder 

realizar modelos de angiogénesis. 

 

Palabras clave: PRP, heridas crónicas cutáneas, ensayos de angiogénesis, HUVEC 

 

PRP is used as a regenerative therapy as it helps to improve the healing process of chronic skin 

wounds by stimulating the angiogenesis, although there are cases in which it does not work. For 

this reason, it is proposed to establish an angiogenesis model in vitro ï on a surface covered 

with gelatine instead of Matrigel ï in which the PRP of patients with chronic cutaneous wounds 

can be tested and to verify if it works. Angiogenesis assays have been performed using HUVEC 

cell line, in which the formation of tubule structures has been stimulated with the use of growth 

factors released by activated platelets (WPr). It has been seen that 4 h after adding 75% of WPr 

to the medium, the cells have been able to align and organise in circles forming a net. Even it is 

still necessary to optimize the angiogenesis model in vitro that we have stablished, it has been 

verified that it is not necessary to cover the culture surface with Matrigel in order to run an 

angiogenesis assay. 

 

Keywords: PRP, cutaneous chronic wounds, angiogenesis assay, HUVEC 
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1. Introducció 

Aquest treball de Fi de Grau (TFG) ha estat realitzat dins del grup de recerca TR2Lab, un grup 

de recerca interdisciplinari i interinstitucional de la Universitat de Vic (UVic), que dirigeix la Dra. 

Marta Otero Viñas. El TR2Lab fa recerca en lô¨mbit de la reparaci· i la regeneraci· tissular i t® 

especial interès en les ferides cròniques cutànies. Treballa conjuntament amb la Unitat de 

Ferides Cr¸niques de lôHospital Universitari de la Santa Creu (HUSC) de Vic per tractar 

aquestes ferides i millorar la qualitat de vida dels pacients. Per aquest motiu aquest treball està 

emmarcat en la regeneració de la pell 

1.1. La pell 

La pell és un òrgan complex que recobreix tota la superfície del cos. Proporciona una barrera 

física entre el cos i lôentorn que protegeix el cos de lôentrada de subst¨ncies qu²miques i de 

microorganismes pat¸gens, redueix la p¯rdua dôaigua, regulaci· de la temperatura corporal i 

forma part del sistema immunitari.  

1.1.1. Estructura de la pell 

La pell està organitzada en 3 capes: lôepidermis, la dermis i la hipodermis (Figura 1). Aquestes 

regions difereixen entre elles en gruix, els components cel·lulars i moleculars i els annexos 

cutanis. 

 

Figura 1. Esquema de lôestructuraci· de la pell. Sôindiquen les 3 capes de la pell, les glàndules, els annexos 

cutanis, la vasculatura i lôenervaci· present a la pell. Font: Wikimedia Commons 

1.1.1.1. Lôepidermis 

Lôepidermis ®s la capa més externa de la pell i està formada per teixit epitelial escamós 

estratificat i queratinitzat. El tipus cel·lular propi de lôepidermis s·n els queratin¸cits (comprenen 

el 95% de lôepidermis) i produeixen la queratina, una proteïna que protegeix la pell i els teixits 

subjacents dôabrasions, calor, microbis i agents qu²mics. Depenent de la morfologia i posici· 

dels queratin¸cits, seôn distingeixen 5  capes epidèrmiques: 



Posada a punt dôun model dôangiog¯nesis in vitro per estudiar lôacci· del PRP en la regeneraci· de teixits 

 

8 

 
Grau en Biotecnologia 

- Stratum basale: ®s lôestrat m®s intern i est¨ format per una capa de queratin¸cits 

cuboïdals i algunes cèl·lules mare que donen lloc a nous queratinòcits. Són essencials 

per a la renovació epidèrmica. 

- Stratum spinosum: format per 8-10 files de queratinòcits. Aquest estrat destaca perquè 

les unions cèl·lula-cèl·lula són molt fortes, conferint flexibilitat i força a la pell.  

- Stratum granulosum: format per 3-5 files de queratinòcits plens de grànuls de 

queratina. Constitueix la transició entre els estrats metabòlicament actius i els que 

contenen cèl·lules mortes. 

- Stratum lucidum: aquest estrat solament es troba en zones de pell gruixuda com les 

soles i en els palmells. Consisteix en 4-6 files de queratinòcits morts. 

- Stratum corneum: ®s lôestrat m®s extern. Est¨ format per 25-30 files de queratinòcits 

morts (Figura 2).  

 

Figura 2. Esquema dels estrats de lôepidermis. Sôindiquen els tipus celĿlulars presents a lôepidermis. Font: 

Wikimedia Commons 

La pell es troba en renovació constant, es formen noves cèl·lules, migren lentament cap a la 

superfície i substitueixen les cèl·lules mortes. 

Els altres tipus celĿlulars que es troben presents en lôepidermis s·n els melan¸cits, unes 

cèl·lules productores de melanina, un pigment que protegeix la pell a lôabsorbir les radiacions 

UV del Sol; les cèl·lules de Langerhans, un macròfag que resideixen a la pell; i les cèl·lules 

Merkel, que detecten les sensacions tàctils. 

Lôepidermis no cont® vasos sanguinis (®s avascular) i connecta els fol·licles pilosos i les 

glàndules sebàcies i sudorípares de la dermis amb lôexterior [1,2,3]. 

1.1.1.2. La dermis 

La dermis ®s la regi· que es troba sota de lôepidermis, ®s m®s gruixuda que aquesta i està 

composada per teixit connectiu. El teixit connectiu és un dels teixits més abundants i té 

nombroses funcions: s'uneix, fa de suport i dóna força a altres teixits; protegeix i aïlla els òrgans 

interns; emmagatzema energia (teixit adipós) i és on es produeixen la majoria de respostes 

immunitàries. El teixit connectiu està format principalment per matriu extracel·lular  (ECM) i 

cèl·lules (Figura 3A). 
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- La matriu extracel·lular és el material que es troba entre les cèl·lules. Cada tipus de 

teixit connectiu té unes propietats úniques en funció dels materials que componguin la 

matriu extracel·lular. LôECM, al seu torn, està composada per substància fonamental i  

fibres: 

¶ La substància fonamental és el material que hi ha entre les cèl·lules i les fibres. 

En el cas de la dermis, la substància fonamental està composada principalment 

per aigua i molècules orgàniques com els proteoglicans i les glicoproteïnes. Els 

proteoglicans tenen lôhabilitat de retenir mol¯cules dôaigua, de manera que 

proporcionen una solució aquosa gelificada que permet la difusió de nutrients, 

la formaci· de vasos sanguinis i nervis, la migraci· celĿlular i mant® lôECM 

hidratada [4].  

¶ Les fibres de lôECM tenen com a funci· enfortir i donar suport al teixit 

connectiu. En la dermis el tipus de fibres més comunes són les fibres de 

col·lagen i les fibres elàstiques. Les fibres de col·lagen són molt fortes i 

resistents a la tracció, però al no ser rígides, permeten la flexibilitat del teixit. 

Les fibres elàstiques estan composades per mol¯cules dôelastina, una proteµna 

que confereix elasticitat al teixit connectiu. 

- Cada tipus de teixit connectiu conté un tipus de cèl·lules del mesènquima que donen 

lloc a les cèl·lules pròpies que formen el teixit, com el fibroblasts, cèl·lules reticulars, 

musculars llises secretores, etc. En el cas de la dermis, aquestes cèl·lules immadures 

són els fibroblasts. Els fibroblasts són el tipus cel·lular més nombrós de la dermis i 

sôencarreguen de sintetitzar lôECM. També hi trobem alguns macròfags residents i 

adipòcits. 

La dermis sôestructura en dues regions ï la dermis papil·lar i la reticular ï que es diferencien 

entre elles pel tipus de teixit connectiu que les compon. La dermis papil·lar es troba en contacte 

amb lôepidermis i est¨ formada per teixit connectiu lax, és a dir, hi ha poques fibres i estan 

organitzades entre les cèl·lules; mentre que la dermis reticular està formada per teixit connectiu 

dens, que es caracteritza per contenir moltes més fibres, més gruixudes, fortament 

empaquetades i hi ha menys cèl·lules que a la dermis papil·lar  (Figura 3B). 

   

Figura 3. La dermis. A) Cèl·lules i fibres més representatives del teixit connectiu. Font: Figura 4.8. del llibre 

Principles of Anatomy and Physiology (modificada) [2]. B) Tall histol¸gic de la pell on sôaprecia la difer¯ncia entre 

el teixit connectiu de la dermis papil·lar (lax) i el de la reticular (dens). Font: Wikimedia Commons 
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A difer¯ncia de lôepidermis, la dermis est¨ altament vascularitzada (en detall a lôapartat 1.3.). 

També conté vasos limfàtics, terminacions nervioses i annexos cutanis. Els principals annexos 

cutanis de la pell s·n els folĿlicles pilosos, les gl¨ndules seb¨cies i les sudor²feres i, sôoriginen a 

la dermis. Els fol·licles pilosos cobreixen tota la superfície del cos a excepció de les soles, els 

palmells i els llavis. Les gl¨ndules seb¨cies estan connectades a lôarrel dels folĿlicles pilosos i 

secreten una substància anomenada sèu que contribueix en la impermeabilització de la pell, 

manté la pell suau i manté el pH aproximadament a 5, fet que evita el creixement de certs 

bacteris. Les glàndules sudoríferes produeixen la suor i la seva funció principal és regular la 

temperatura corporal, mitjançant la seva evaporació, procés denominat com termoregulació 

[2,4]. 

La dermis ®s essencial per a la superviv¯ncia de lôepidermis. La xarxa de vasos sanguinis 

serveix com a font de nutrients i permet la proliferaci· de les c¯lĿlules de lôestrat basal. A més, 

la dermis papil·lar forma unes protuberàncies denominades papil·les dèrmiques que es 

projecten cap a lôepidermis i creen un vincle fort i necessari entre lóepidermis i la dermis, perqu¯ 

aquesta regió està sotmesa a molt estrès mecànic (principalment de cisallament). 

1.1.1.3. Lôhipodermis 

Lôhipodermis és la regió més interna de la pell, es troba per sota de la dermis i per sobre del 

múscul, tendó o os subjacents. De vegades es considera que no forma part de la pell, sinó del 

teixit subcutani. Està format per teixit adipós que aïlla elèctricament i tèrmicament el cos; 

protegeix de lôexterior; i serveix com a emmagatzematge dôenergia. Tamb® cont® vasos 

sanguinis i terminacions nervioses sensibles a la pressió [1,2,3]. 

1.1.2. Envelliment de la pell 

Lôenvelliment de la pell sol comenar cap als 40 anys i comporta uns canvis que esdevenen en 

la pèrdua de la seva estructura i funcionalitat. Les alteracions que sôexperimenten a cada capa i 

annexos cutanis de la pell es recullen a la Taula 1. 

Epidermis ¶ Atenuació de les papil·les dèrmiques. Comporta que la pell sigui més susceptible a 

les forces de cisallament. Tamb® comporta la reducci· de lô¨rea epid¯rmica fent que 

hi hagi menys cèl·lules basals i queratinòcits i, comporta que la pell esdevingui més 

seca. 

¶ Reducció de la població de cèl·lules de Langerhans. Comporta una reducció de la 

resposta immunitària. 

¶ Reducció del nombre de melanòcits metabòlicament actius. Produeix un canvi en la 

pigmentació de la pell, aquesta sol ser desigual i apareixen taques fosques a la pell, 

anomenades taques de lôedat, a causa de lôaugment en mida dôalguns melan¸cits. 

¶ Sôenrellenteix considerablement la migraci· de les c¯lĿlules epitelials des de la l¨mina 

basal fins a la superfície epidèrmica, fent que  el recanvi de cèl·lules epidèrmiques i 

la descamació sigui menys efectiva. 

Dermis ¶ Reducció del nombre de fibres de col·lagen, perquè la taxa de degradació supera la 

de síntesi a causa de la reducció de la població de fibroblasts. A més, les fibres es 

trenquen i desorganitzen (estan més separades i disperses). Això fa que la dermis 

esdevingui més prima i es redueixi la transferència de nutrients entre la dermis i 

lôepidermis. 
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¶ La desorganització, lôatrofia i la degradaci· de les fibres elàstiques comporta que la 

pell sigui més laxa i apareguin arrugues. 

¶ La reducció de la concentració de proteoglicans comporta la disminució del contingut 

aquós de la pell i que la pell es torni més prima i més susceptible a arrugar-se.  

¶ La població de macròfags es redueix i la seva capacitat de fagocitosis és menys 

eficient, fent que la pell sigui més susceptible a infeccions. 

Hipodermis ¶ Desapareix el teixit adipós subcutani i la pell esdevé més flàccida. 

Glàndules ¶ Reducció del nombre de glàndules sudoríferes. Condueix a la reducció la producció 

de suor i lôolor corporal i, dificulta el procés de termoregulació. 

¶ Reducció de la mida de les glàndules sebàcies i, consegüentment, de la producció 

de sèu. Condueix a que la pell esdevingui més seca. 

Pèl ¶ Reducció de la densitat de pèl i del seu diàmetre. Juntament amb la reducció de 

melanòcits funcionals, el pèl esdevé gris. 

Nervis ¶ Alteració i reducció de receptors sensorials, disminuint la percepció de la pressió i el 

dolor. 

Vasos 

sanguinis 

¶ Es redueix la quantitat de microvasculatura. Les parets de les artèries es tornen més 

gruixudes i es fan més rígides, alterant així les funcions de vasoconstricció i 

vasodilatació i reduint el volum sanguini que transporten. Per altra banda, els 

capil·lars es tornen menys permeables, fet que dificulta la difusió de nutrients i 

oxigen. 

¶ Desaparició dels loops capil·lars que subministren sang a la dermis. 

¶ Els vasos sanguinis que acompanyen els annexos cutanis redueixen el seu diàmetre 

i poden ser responsables de la disminució de la funció glandular, com la reducció de 

la producció de suor i sèu, com del creixement del pèl. 

 

Taula 1. Canvis dels teixits i dels annexos cutanis associats a lôenvelliment de la pell. Font: elaboració pròpia 

[1,2,3,4]. 

1.2. Les ferides 

Una ferida és una lesió corporal que trenca la continuïtat normal dels teixits. Ens referim a 

ferida cutània a aquella lesió que només afecta la pell (epidermis i dermis)[5]. 

1.2.1. Cicatritzaci· normal dôuna ferida 

La cicatrització és el procés natural per reparar i regenerar els teixits que han patit una ferida. 

És un procés complex i dinàmic en el qual participen molts tipus cel·lulars i es produeixen 

diversos fenòmens fisiològics com la inflamació, lôangiog¯nesi, la formació de teixit granulós, la 

reepitelització, la formació i remodelització de matriu extracel·lular [6,7]. Aquests fenòmens 

sôencavalquen temporalment i es poden dividir en les següents etapes: hemostàsia, inflamació, 

proliferació i remodelació [8]. 

1.2.1.1. Hemostàsia 

Lôhemost¨sia es defineix com la seq¿¯ncia de respostes que es produeixen de manera local 

quan es trenca un vas i tenen com a finalitat aturar el sagnat [2]. En aquesta etapa, el tipus 



Posada a punt dôun model dôangiog¯nesis in vitro per estudiar lôacci· del PRP en la regeneraci· de teixits 

 

12 

 
Grau en Biotecnologia 

cel·lular crucial són les plaquetes i el component de la matriu extracel·lular més important és el 

fibrinogen [7]. 

Les plaquetes són fragments sense nucli de megacari¸cits produµts al moll de lôos. S·n 

relativament petites, dôentre 2-4 µm de diàmetre, però molt nombroses, la seva concentració en 

sang habitual és: 150.000-400.000/ÕL de sang. Despr®s dôentrar en circulaci·, aproximadament 

un terç de la població plaquetària migra a la melsa per ser emmagatzemades per a una 

posterior alliberació a la circulació sanguínia en cas que es trenqui un vas sanguini.  

Hi ha 3 mecanismes per reduir la pèrdua de sang: (1) lôespasme vascular, (2) la formaci· del 

tap plaquetari i (3) la coagulació (superposant-se els dos darrers). 

(1) Quan un vas sanguini es trenca, la musculatura llisa de les seves parets es contrau 

immediatament per reduir la pèrdua de sang en resposta al PDGF alliberat per les 

plaquetes. Aquesta resposta es denomina espasme vascular. 

(2) Al produir-se una ferida, els vasos es danyen i les fibres de col·lagen subendotelials 

queden exposades. Les plaquetes sôadhereixen al colĿlagen i, juntament amb la 

trombina, es promou la seva activació. Lôactivaci· de les plaquetes provoca que canviïn 

de morfologia ï estenen moltes projeccions de manera que interactuen les unes amb 

les altres ï i la seva desgranulació ï lôalliberaci· de grans quantitats de molècules de 

senyalitzaci· solubles essencials perqu¯ sôiniciµ el proc®s de reparaci· dôuna ferida i 

que estimulen la coagulaci· i lôangiog¯nesi [9]-. Existeixen dos tipus de grànuls: 

- Els gr¨nuls Ŭ contenen una gran varietat de proteµnes: factors de coagulaci· 

(factor V, VIII, fibrinògen), factors angiogènics i de creixement (angiogenina, 

VEGF, PDGF, bFGF), antiangiogènics (angiostatina, PF4), proteïnases (MMP2, 

MMP9) i altres citocines. 

- Els cossos densos o gr¨nuls ŭ contenen serotonina, Ca2+, ADP, ATP, trombox¨ 

A2 i altres molècules que participen en lôhemost¨sia [8]. 

LôADP alliberat interacciona amb receptors i esimula les plaquetes fent que aquestes es 

tornin més enganxoses i reclutin altres plaquetes per formar el tap plaquetari. 

(3) La coagulació és una sèrie complexa de reaccions químiques que té com a  finalitat 

transformar el fibrinogen soluble en insoluble per formar una malla de fibrina. Els punts 

claus de la cascada de coagulació són la formació de la protrombinasa, enzim 

necessari per transformar la protrombina en trombina i, la trombina al seu torn 

converteix el fibrinogen insoluble en fibrina soluble. 

El tap plaquetari i la malla de fibrina es combinen per formar el trombus o coàgul sanguini que 

atura el sagnat, constitueix una font de factors de creixement, forma una barrera per evitar la 

invasió de microorganismes i serveix com a scaffold provisional per la migració cel·lular 

necessària per a la curació de la ferida [2,7,10]. 

1.2.1.2. Fase inflamatòria 

La fase inflamatòria comença immediatament després que es produeixi una ferida i sol durar 

entre 24-48 h. La inflamació és una resposta protectora, davant dôun est²mul dany², on 

intervenen c¯lĿlules del sistema immunitari, vasos sanguinis i mediadors moleculars. Lôobjectiu 

de la inflamació és eliminar el causant del dany cel·lular, eliminar les cèl·lules i teixits necrosats 

i iniciar el procés de reparació tissular. 
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En el lloc de la ferida, les cèl·lules malmeses ï els fibroblasts, els queratinòcits, les cèl·lules 

endotelials i els mastòcits ï alliberen citocines i quimioquines inflamatòries, agents 

vasodilatadors, factors que permeten la permeabilització dels vasos i proteases que permeten 

el reclutament de cèl·lules immunitàries, per mitjà de la trasvasació de neutròfils, limfòcits i 

monòcits al lloc de la ferida. Els neutròfils són les cèl·lules predominants durant les primeres 

hores (inclús dies) de la fase inflamatòria. Posteriorment, el nombre de neutròfils disminueix i 

augmenta la quantitat de macròfags. Aquestes cèl·lules fagocítiques destrueixen els possibles 

agents infecciosos alliberant grànuls tòxics i fagocitant-los. També sintetitzen MMPs que 

digereixen lôECM, promovent així la inflamació; i  la producci· dôesp¯cies reactives dôoxigen 

(ROS) que faciliten lôeliminaci· de desfets celĿlulars (Figura 4) [7,8,10]. 

 

Figura 4. Fase inflamat¸ria de la curaci· dôuna ferida. Sôindiquen els tipus celĿlulars que hi participen. Font:  

Figura 5.6.C. del llibre Principles of Anatomy and Physiology [2]. 

1.2.1.3. Fase de proliferació 

Després de 4 dies comença la fase de proliferació, caracteritzada per la formació de teixit 

connectiu nou o de teixit de granulació [7].  

Lôobjectiu dôaquesta etapa ®s disminuir lô¨rea de teixit malm¯s per tal que es tanqui la ferida. 

Per fer-ho, es crea una barrera permeable (reepitelitzaci·), sôestableix un suport sanguini 

adequat (angiogènesi) i es reforça el teixit malmès (fibroplàsia).  

La reepitelització es caracteritza per la cobertura del llit de la ferida per la proliferació dels 

queratinòcits de les vores de la ferida que migren per tancar la ferida. Un cop sôha tancat la 

ferida, els queratin¸cits sôestratifiquen i es diferencien per tornar a formar la barrera protectora 

[8]. 

Lôangiog¯nesi ®s un proc®s coordinat que inclou la proliferaci· de les c¯lĿlules endotelials, el 

trencament i la formaci· de membrana basal, la formaci· dôestructures tubulars i el reclutament 

de cèl·lules perivasculars ï cèl·lules amb capacitat contràctil que envolten les cèl·lules 

endotelials de lôendoteli vascular [5]. Finalment, aquests vasos es recobreixen de cèl·lules 

musculars llises per a la completa formació dels vasos sanguinis. La nova microvasculatura 

permet lôarribada dôoxigen, nutrients i c¯lĿlules immunes a lôestroma [10]. 



Posada a punt dôun model dôangiog¯nesis in vitro per estudiar lôacci· del PRP en la regeneraci· de teixits 

 

14 

 
Grau en Biotecnologia 

En el procés de fibroplàsia, els fibroblasts proliferen i secreten components de lôECM com 

col·lagen, elastina, fibronectina, glicosaminoglicans i proteïnases [8] per formar el teixit de 

granulaci·. La formaci· dôuna membrana basal entre lôepidermis i la dermis ®s essencial per 

restablir la integritat i la funció del teixit. 

El teixit de granulació consisteix principalment en components del coàgul sanguini, fibroblasts i 

lôECM de teixit connectiu lax (col·lagen III) sintetitzat per aquests, nous vasos sanguinis en 

formació i cèl·lules inflamatòries. A causa de la quantitat de vasos sanguinis petits que sôestan 

formant, el teixit de granulació serà de color vermell clar o rosat i amb una superfície irregular 

formant petites elevacions en forma de grànuls, motiu pel qual es denomina teixit de granulació 

(Figura 5) [11]. 

A)    B)    

Figura 5. Teixit de granulació. A) Tall histològic del teixit de granulació. B) Vista macroscòpica del teixit de 

granulació. Font: Wikimedia Commons (modificada) 

1.2.1.4. Fase de remodelació 

La fase de remodelació comença aproximadament 3 setmanes despr®s que sôhagi produµt la 

ferida i pot durar fins a un any o m®s. Lôobjectiu dôaquesta fase ®s recuperar la m¨xima 

resist¯ncia a la tracci· possible per mitj¨ de la reorganitzaci· i la degradaci· de lôECM anterior i 

formar-ne de nova. Això és possible perquè el teixit de granulació es va substituint per teixit de 

cicatrització, un teixit connectiu menys cel·lular i vascularitzat i més ric en col·lagen  I (més fort 

que el col·lagen III que trobem al teixit de granulació).  

 

Figura 6. Fase de remodelació de la curaci· dôuna ferida. Sôindiquen els tipus celĿlulars que hi participen. 

Recuperada de:  Figura 5.6.D. del llibre Principles of Anatomy and Physiology [2]. 
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Quan ocorre la reepitelització i la ferida es tanca, la migració de queratinòcits sôatura i els 

fibroblasts secreten MMPs. Les MMPs degraden de mica en mica el teixit de granulació i 

canvien la composici· de lôECM ï el col·lagen tipus III es degrada i se sintetitza del tipus I; es 

redueix la concentraci· dô¨cid hialur¸nic i fibronectina de lôECM; la síntesi i estructuració de 

lôelastina fa el teixit m®s el¨stic; i hi ha una regressió i maduració de la neovasculatura (Figura 

6) [7,10,12,13]. 

1.2.1.5. Rol dels factors de creixement en la reparació tissular 

Els factors de creixement són un tipus de citocines que estimulen la proliferació cel·lular. La 

uni· de factors de creixement als receptors de la superf²cie celĿlular condueix a lôinici de vies 

espec²fiques de transducci· de senyals que en ¼ltima inst¨ncia, generen canvis en lôexpressi· 

g¯nica que condueixen a la s²ntesi de proteµnes, canvis en lôactivitat celĿlular o en la proliferaci· 

[9].  

Els factors de creixement tenen lôhabilitat de millorar la cicatritzaci· dôuna ferida per mitj¨ de 

diferents mecanismes: 

- Els factors de creixements tenen la capacitat dôatreure c¯lĿlules inflamat¸ries i 

fibroblasts a la ferida. Per exemple, VEGF, PDGF i TGFȤɓ atreuen neutr¸fils a la zona 

malmesa per evitar lôentrada de pat¸gens.  

- Actuen com a mitògens per estimular la proliferació cel·lular. 

- Estimulen lôangiog¯nesi. Com per exemple, VEGF i FGF. 

- Participen en la s²ntesi i degradaci· de lôECM. Per exemple, TGFȤɓ promou la s²ntesi 

de colĿlagen i les fibres dôelastina. 

- Estimulen a les cèl·lules que rodegen la ferida perquè sintetitzin citocines i factors de 

creixement. 

- Permeten la migració cel·lular. Per exemple, lôEGF, TGF-Ŭ i el FGF en la fase de 

reepitelització estimulen la migració i la proliferació de les cèl·lules epitelials [6,14]. 

Per conèixer en més detall el paper dels factors de creixement alliberats per les plaquetes en 

lôangiog¯nesi i sobre quines c¯lĿlules actuen veieu la Taula 2. 

Factor Alliberat per Acció 

TGF-Ŭ Macròfags 

Plaquetes 

Formació del teixit de granulació 

Estimular la proliferació de cèl. epitelials i fibroblasts 

TGF-ɓ Plaquetes 

Neutròfils 

Macròfags 

Fibroblasts 

Quemotaxis 

Diferenciació dels fibroblasts en miofifroblasts 

Construcció de la matriu de col·lagen i fibres dôelastina 

Estimulaci· de lôangiog¯nesi 

Contracció de la ferida 

Alliberaci· dôaltres factors de creixement 

Estimulació de MMP 

PDGF Plaquetes 

Fibroblasts 

Cèl. endotelials 

Quemotaxis 

Proliferació dels fibroblasts 

Deposició del col·lagen 
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Macròfags 

Neutròfils 

Involucrat en la maduració dels vasos 

Recluten c¯lĿlules progenitores endotelials del moll de lô·s 

Recluten perícits i cèl·lules musculars llises per mantenir 

les parets dels vasos 

VEGF Plaquetes 

Neutròfils  

Queratinòcits  

Cèl. Endotelials 

 

Estimular lôangiog¯nesi 

Neovascularització  

Controla la proliferació, la morfogènesis, la migració i la 

supervivència de les cèl·lules endotelials 

Promou lôallargament i la ramificaci· dels vasos 

TNF-Ŭ Plaquetes  Quemotaxis 

Alliberaci· dô¸xid de nitrogen 

Activaci· dôaltres factors de creixement 

FGF Cèl. Endotelials 

Fibroblasts 

Estimulen lôangiog¯nesi 

Migració i proliferació de les cèl·lules endotelials 

Mitogènic pels fibroblasts 

EGF Cèl. endotelials Migració i proliferació de les cèl·lules endotelials 

Indueix la formaci· dôestructures tubulars 

HGF Cèl. Endotelials 

Plaquetes 

Mitògen per cèl·lules endotelials 

Estimula la secreció de VEGF 

bFGF Cèl. Endotelials Indueix la proliferaci· i la formaci· dôestructures tubulars 

de les cèl·lules progenitores endotelials 

Estimula la secreció de VEGF 

CTGF Cèl. Endotelials Regula la remodelació vascular 

SCGF Cèl. Endotelials Quemotaxis 

Incrementa la formaci· dôestructures tubulars 

 

Taula 2: Factors de creixement alliberats pels grànuls alfa de les plaquetes que participen en 

lôangiog¯nesi. Sôespecifica sobre quin/s tipus cel·lulars i quines funcions porten a terme cada factor de 

creixement implicat en lôangiog¯nesi. Font: elaboració pròpia [8,9,20,21]. 

1.2.2. Complicacions de la reparaci· dôuna ferida degudes a lôenvelliment 

Lôenvelliment comporta canvis en lôestructura normal de la pell (veieu Taula 1) que compliquen 

el proc®s de curaci· dôuna ferida. Les alteracions que sôexperimenten a cada etapa del procés 

de cicatrització es recullen a la Taula 3. 

Fase inflamatòria ¶ Si la pell te una irrigació deteriorada i arriba poca sang a la lesió cutània, 

s'agreguen menys plaquetes per formar el coàgul i se secreten menys factors 

de creixement necessaris per la reparació de ferides. 

¶ Es redueix la permeabilitat dels vasos del voltant de la ferida, reduint així la 

trasvasació de neutròpils, limfòcits i monòcits. 

¶ Disminueix la capacitat fagocítica dels macròfags. 

Fase de proliferació ¶ Els queratinòcits, els fibroblasts i les cèl·lules endotelials presenten una 

resposta proliferativa reduïda, alterant la reepitelització, a la formació de teixit 
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de granulaci· i lôangiog¯nesi respectivament. 

¶ Es redueix la secreció de factors angiogènics (FGF, VEFG, TGF-ɓ), afectant 

el proc®s dôangiog¯nesi que tamb® es redueix. 

¶ La producció de col·lagen es redueix, consegüentment, afecta la deposició de 

teixit connectiu. 

¶ Hi ha una sobreexpressió de MMPs i una reducció dels seus inhibidors. Tot i 

que les MMPs són necessàries per al proc®s dôangiog¯nesi (lôECM sôha de 

degradar per formar els nous vasos), si sôelimina molta ECM, sôaltera la 

migració dels queratinòcits durant la reepitelització. 

Fase de 

remodelació 

¶ Hi ha una reducció de la síntesi de col·lagen I. Com aquest col·lag en exerceix 

força perquè es tanqui la ferida, el seu dèficit fa que ferida romangui més 

temps oberta i sigui susceptible a patir infeccions. 

 

Taula 3. Complicacions en el proc®s de cicatritzaci· associades a lôenvelliment. Font: elaboració pròpia [3]. 

1.3. Vasos sanguinis de la pell 

La pell rep un suport sanguini abundant a partir de la vasculatura que hi ha a la dermis i 

lôhipordermis. La vasculatura de la pell està formada per arterioles, capil·lars i vènules i que 

tenen com a objectiu assegurar la nutrició del teixit i els annexos cutanis [15]. Les arterioles 

(10-100 µm de diàmetre) i les vènules (10-200 µm) presenten una paret gruixuda i resistent de 

teixit connectiu, moltes capes de cèl·lules musculars llises ï que es pot contraure 

(vasoconstricció) o relaxar (vasodilatació) per regular el flux i la pressió sanguínia ï i una única 

capa de cèl·lules endotelials, anomenada endoteli, que està separada de la resta de capes 

externes per la làmina basal. Les quantitats de teixit connectiu i muscular de les parets dels 

vasos varien segons el diàmetre i la funció del vas, mentre que el revestiment endotelial 

sempre és el mateix. Els capil·lars (10-100 µm) són els vasos més prims i simples, presenten 

una sola capa de cèl·lules endotelials rodejada per la làmina basal i pels perícits ï són unes 

cèl·lules del teixit connectiu amb capacitat contràctil que formen una capa discontinua al voltant 

de lôendoteli (Figura 7) [16,17]. 

 

Figura 7. Tipus de vasos sanguinis de la pell. Arteriola (esquerra), capil·lar (centre) i vènula (dreta). Font: 

Lumen learnin [34]. 

Seguint la direcció del flux sanguini, la sang oxigenada i rica en nutrients arriba a la pell per 

mitj¨ dôarterioles de lôhipodermis i la dermis. Les arterioles porten la sang als capil·lars, els 

quals formen una xarxa de microvasculatura anomenada llit vascular, responsables de 

lôintercanvi de gasos i de nutrients. Finalment, la sang desoxigenada i amb substàncies de 
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rebuig flueix des dels capil·lars cap a les vènules [17]. Això és possible perquè les arterioles 

que subministren sang a la pell es ramifiquen cap amunt per formar dos plexes de vasos en 

anastomosis. El plexe m®s profund es troba entre la uni· de lôhipodermis i la dermis i es coneix 

com el plexe cutani; el plexe més superficial es troba entre la dermis reticular i la papil·lar i es 

coneix com el plexe subpapil·lar o superficial. El plexe subpapil·lar subministra sang a la dermis 

papil·lar formant loops en cada papil·la dèrmica; mentre que el plexe cutani subministra sang a 

lôhipodermis, la dermis reticular, els folĿlicles pilosos i les gl¨ndules seb¨cies i sudor²pares. El 

drenatge ven·s sôorganitza tamb® amb plexes molt semblants al de les arterioles (Figura 8) 

[18]. 

 

Figura 8. Circulació de la pell. Es mostren els plexes cutani i subcutani i els loops pail·lars. Els vasos vermells 

transporten sang oxigenada i els blaus sang desoxigenada. Font: Figura 9.8. del llibre Wheatherôs Functional 

Histology [18]. 

1.3.1. Generació de vasos sanguinis 

La vasculogènesi és la formació de vasos sanguinis de novo, és a dir, la formació de vasos 

sanguinis en un lloc on prèviament no hi ha de preexistents. Solament ocorre durant el 

desenvolupament embrionari i es formen a partir dôangioblasts. La vasculog¯nesi ®s un proc®s 

dinàmic dirigit per factors de creixement que implica la diferenciació de les cèl·lules mare 

mesodèrmiques en angioblasts, la migració dels angioblasts per formar blood islands on els 

angioblasts es diferencien en cèl·lules endotelials. 

Existeixen altres tipus de creixement vascular com lôangiog¯nesi, que sôexplica en detall a 

lôapartat 1.4.; lôarteriog¯nesi, que ®s la formaci· dôateries; la venog¯nesi, que ®s la formaci· de 

venes; i la limfangiogènesi, que és la formació de vasos limfàtics [16]. 

1.3.2. Endoteli 

Lôendoteli no ®s un mer revestiment dels vasos sanguinis i limfàtics, sinó que realitza diverses 

funcions transcendents per lôorganisme: 

- Funci· transportadora de lôendoteli: lôendoteli ®s una barrera selectiva que regula el pas 

de molècules i cèl·lules des de la sang a teixits subjacents. 
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- Manteniment del to vascular: lôendoteli produeix substàncies vasodilatadores i 

vasoconstrictores que regulen el to vascular, el reclutament i lôactivitat de les c¯lĿlules 

inflamatòries, i regulen la trombosi. 

- Producci· dô¸xid n²tric (NO): NO, prostaciclina, endotelina i el factor hiperpolaritzant 

derivat de lôendoteli (EDHF) s·n uns vasoactivadors poderosos dôacció local alliberats 

per les cèl·lules endotelials, que afecten en la funci· i lôestructura de la musculatura 

vascular llisa. La producció constitutiva de NO manté els vasos sanguinis en un estat 

de vasodilatació [19]. Tamb® evita lôactivaci·, la uni· i lôagregaci· plaquet¨ria quan 

lôendoteli est¨ intacte [7]. 

- Producci· dôendotelina: lôendotelina ®s un potent vasoconstrictor que estimula la 

proliferació cel·lular i incrementa la síntesi de col·lagenasa, prostaglandina i PDGF. 

- Funció protectora: les cèl·lules endotelials juguen un paper principal en la defensa de 

lôorganisme i en les respostes inflamat¸ries. Regulen la mobilització de leucòcits cap 

als teixits en sintetitzar mol¯cules dôadhesi· ï E-selectina, P-selectina, molècula 

dôadhesi· intramolecular 1 (ICAM-1),  mol¯cula dôadhesi· de c¯l·lules vasculars 

(VCAM) i factor activador de plaquetes (PAF)ï que uneixen als leuc¸cits a lôendoteli. 

Recluten neutròfils, eosinòfils, limfòcits T, monòcils i cèl·lules natural killer (NK).  

- Funció metabòlica: les cèl·lules endotelials exerceixen accions paracrines i endocrines 

significatives a la musculatura llisa dels vasos sanguinis o en els elements sanguinis 

circulants, com les plaquetes i els leucòcits. Els factors de creixement que produeixen 

participen en respostes immunit¨ries i inflamat¸ries, la trombosi i lôangiog¯nesi. 

- Manteniment de lôhome¸stasi i la coagulaci·: les cèl·lules endotelials i les cèl·lules 

musculars llises vasculars expressen proteïnes que participen directament en el 

manteniment de lôhome¸stasi, la coagulació, lôangiog¯nesi, lôadhesi· dels leuc¸cits a 

les parets dels vasos, la regulació del to vascular, etc. Les proteïnes de coagulació que 

circulen pel torrent sanguini i els seus receptors que es troben al llarg de lôendoteli, 

estan altament controlats per regular i iniciar una resposta de coagulació en cas que es 

malmeti un vas [19,20,21]. 

1.3.3. La sang 

La sang és un teixit connectiu líquid que consisteix en cèl·lules suspeses en una matriu 

extracel·lular líquida. La sang ®s m®s densa i viscosa que lôaigua, la seva temperatura ®s de 

38º i té un pH lleugerament alcalí (entre 7.35-7.45). 

La sang està formada per dos components: (1) el plasma sanguini, la matriu extracel·lular 

líquida que conté substàncies dissoltes i, (2) els elements formes, que correspon a les cèl·lules 

sanguínies. Si se centrifuga una mostra sanguínia, les cèl·lules (que són més denses) baixen al 

fons del tub, mentre que el plasma (que és menys dens) forma una capa a la part superior del 

tub. Els elements formes constitueixen el 45% de la sang i el plasma sanguini el 55%. 

Normalment, més del 99% dels elements formals s·n eritr¸cits i, lô1% restant s·n leuc¸cits i 

plaquetes. Els limfòcits són menys densos que els eritròcits i formen una capa molt prima entre 

el plasma sanguini i la fracció dels eritròcits (Figura 9) [2]. 
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Figura 9. Components de la sang. A) Aparença de la sang centrifugada. B) Components de la sang.  Font: 

Figura 19.1. del llibre Principles of Anatomy and Physiology [2]. 

1.4. Angiogènesi 

La formació de vasos sanguinis a partir de vas preexistent es coneix com el procés 

dôangiog¯nesi o neovascularització. Aquest fenomen ocorre de manera natural al llarg de la 

vida dôuna persona, aquesta estigui sana o malalta. Es produeix per primer cop durant la 

formació del fetus i continua durant la vida adulta. Tots els teixits metabòlicament actius del cos 

es troben com a molt a un 100 Õm dôun capilĿlar sanguini. Els capilĿlars es necessiten en tots 

els teixits per intercanviar nutrients i metabòlits per difusió facilitada. 

En els darrers 40 anys, ha augmentat lôinter¯s a entendre i controlar el proc®s dôangiog¯nesi 

pel seu elevat valor terap¯utic. Lôestimulaci· de lôangiog¯nesi es pot utilitzar per tractar 

malalties isquèmiques del cor, malalties arterials perifèriques i en la reparació de ferides. Per 

altra banda, disminuir o inhibir el proc®s dôangiog¯nesi es podria utilitzar per tractar el c¨ncer, 

lôartritis reumatoide, entre altres malalties.  

En condicions normals i en una persona sana, els vasos creixen i es retrauen segons les 

necessitats funcionals dels teixits. Per una banda, lôexercici estimula lôangiog¯nesi en el m¼scul 

esquel¯tic i en el cor i, en el teixit adip·s quan es guanya pes. Mentre que la falta dôexercici i la 

pèrdua de pes fomenta la regressió dels vasos [7,16]. 

1.4.1. Tipus dôangiog¯nesi 

Sôhan descrit dues formes dôangiog¯nesi: sprouting angiogenesis i intussusceptive 

angiogenesis. Es creu que totes dues ocorren en tots els teixits i ¸rgans dôun individu durant la 

seva vida adulta. 

1.4.1.1. Sprouting angiogenesis 

La sprouting angiogenesis sôinicia en teixits on es detecten una concentraci· baixa dôoxigen 

(condicions dôhip¸xia) i com a resposta sôinicia la formaci· de vasos, per tal de satisfer les 
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necessitats metabòliques de les cèl·lules parenquimatoses. La majoria de cèl·lules 

parenquimatoses responen a un ambient dôhip¸xia produint VEFG i PDFG. Les c¯lĿlules 

endotelials que estan exposades a nivells més elevats de VEFG i PDFG sôanomenen tip cells. 

Les tip cells guien i lideren el desenvolupament dôun nou capil·lar a través de la matriu 

extracel·lular. Les tip cells tenen uns fil·lopodis que secreten uns enzims proteolítics (MMPs) 

que degrada lôECM que les envolta. A m®s, aquests filĿlopodis permeten la migraci· de les tip 

cells i alhora, les cèl·lules endotelials del vas preexistent (stalk cells) proliferen causant 

lôelongaci· del nou capilĿlar. Les dues tip cells sôuneixen i formen un lumen per on fluir¨ la sang 

oxigenada. Quan sôha restablert els nivells dôoxigen normals, els nivells de VEGF i PDGF 

disminueixen i tornen a un estat basal. Per últim, la maduració i estabilització del capil·lar 

requereix el reclutament dels perícits i la deposici· de lôECM (Figura 10) [7,16]. 

 

Figura 10. Sprouting angiogènesis. Seôn distingeixen aquestes fases: la degradació enzimàtica de la 

membrana basal dels capil·lars, la proliferació i la migració dirigida de les cèl·lules endotelials, la tubulogènesi, 

la fusi· dels vasos i lôestabilitzaci· dels per²cits. Font: Figura 1.4. del llibre Angiogenesis [16]. 

1.4.1.2. Intussusceptive angiogenesis 

La intussusceptive angiogenesis també es coneix com a splitting angiogenesis perquè la paret 

dôun vas sôest®n cap a lôinterior (lumen) i causa que un vas ¼nic es divideix en dos. Es creu que 

aquest tipus dôangiog¯nesi ®s m®s r¨pid i eficient en comparaci· amb lôsprouting angiogenesis 

perquè es basa en la reorganització de les cèl·lules endotelials existents i no requereix la 

proliferació o migració de cèl·lules endotelials. Aquesta forma dôangiog¯nesi es produeix al llarg 

de la vida, per¸ duu a terme un paper rellevant durant el desenvolupament vascular de lôembri· 

[16]. 

La intussusceptive angiogenesi es porta a terme en 4 fases:  

1. Les parets oposades del capil· lar estableixen una zona de contacte. 

2. Es reorganitzen les unions de les cèl·lules endotelials i es perfora la bicapa del vas per 

permetre lôentrada de factors de creixement i c¯lĿlules al lumen vascular. 

3. Es forma una separació cel·lular a la zona de contacte que separarà els dos nous 

vasos. Aquesta separació cel·lular es envaïda per perícits i miofibroblasts, que 

sintetitzen i depositen fibres de col·lagen. 
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4. Finalment, sôacaba de formar la paret que separa els dos nous vasos sense alterar la 

nova estructura vascular (Figura 11) [22]. 

 

Figura 11. Representaci· tridimensional de la generaci· dôun nou segment vascular per mitj¨ de la 

intussusceptive angiogènesis. La seq¿¯ncia dôimatges inferior mostra els tipus celĿlulars que hi participen (Pr: 

perícit, EC: cèl·lula endotelial, Fb: fibroblasts, Co: col·lagen). Font: Figura 1 de lôarticle Djonov et. Al. ñVascular 

remodelin by intussusceptive angiogenesisò [22]. 

1.5. Ferides Cròniques 

Ja hem vist els efectes de l'envelliment en els processos de cicatrització. Ara ens centrem en 

les ferides que es cronifiquen sense aconseguir la cicatrització i els factors que contribueixen 

en aquesta cicatrització. La cicatritzaci· dôuna ferida sol ser un proc®s r¨pid i eficient, per¸ hi ha 

certs factors com lôedat i certes patologies associades a lôenvelliment ï com problemes 

cardiovasculars o la diabetis ï, provoquen que aquesta curació es compliqui [8]. Es considera 

que una ferida ha esdevingut crònica quan la seva cicatrització no es produeix dins del període 

esperat, normalment unes 12 setmanes, segons la seva etiologia i localització [23,24].  

En estudiar les ferides cr¸niques, sôha vist que (1) solen tenir pocs factors de creixement actius, 

ja sigui perquè queden atrapats en la fibrina de lôECM, són degradats per proteases que hi ha 

al lloc de la ferida, sôha reduµt la seva producció i alliberació, o una combinació de totes 

aquestes causes; (2) hi ha un desequilibri entre el nombre de proteïnases i els seus inhibidors, 

la qual cosa complica la cicatrització perquè es degrada ECM de manera anormal; i (3) un gran 

nombre de fibroblasts en les ferides cròniques es troben en senescència, fet que complica que 

responguin als estímuls dels factors de creixement i la s²ntesi dôECM quedi afectada. Tots 

aquests escenaris compliquen la reparació tissular i, consegüentment, la seva cicatrització 

[25,26]. 

Les ferides cròniques disminueixen la qualitat de vida dels pacients, perquè requereixen 

tractaments de manera continuada, un alt percentatge de pacients senten dolor i, de vegades, 

la seva mobilitat es redueix. Per aquest motiu, la curació de les ferides ha esdevingut un repte 

m¯dic. Sôhan proposat diferents mètodes per promoure la cicatrització de ferides que inclouen 

la ter¨pia g¯nica, reemplaar teixits, lô¼s de factors de creixement recombinants i tractaments 

basats en cèl·lules, lô¼s de PRP, entre dôaltres [27]. Aquest treball sôemmarca en lô¼s de PRP 

com a teràpia per estimular la curació de les ferides. 

1.5.1. Tractament de ferides cròniques amb PRP 

El plasma ric en plaquetes (PRP) es defineix com la porció de la fracció plasmàtica que conté 

una concentració de plaquetes per sobre del nivell basal, aproximadament 1.000.000 
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plaquetes/mL de plasma i entre 3-5 vegades més concentració de factors de creixement, no té 

eritròcits i pot contenir leucòcits [7]. 

El PRP constitueix una teràpia alternativa que promou la regeneració del teixit, perquè quan es 

produeix lôagregaci· plaquet¨ria, aquestes sôactiven i alliberen factors de creixement, citocines, 

mol¯cules dôadhesi· i l²pids que: 

- Promouen i modulen el creixement de nous capil·lars (angiogènesi). 

- Regulen la migració i la proliferació de queratinòcits, fibroblasts i cèl·lules endotelials.  

- Limiten la inflamació. 

- Tenen activitat immunoreguladora dels neutròfils i monòcits. 

- Accelera la reepitelització de les ferides cròniques.  

La preparació de PRP és bastant senzilla i econòmica, si ho comparem amb altres teràpies 

regeneratives. A més, és una tècnica pràcticament no invasiva, perquè solament cal extraure 

sang al pacient, fet que redueix considerablement el risc dôinfecci· o de rebuig pel sistema 

immunitari. Per aquests motius, ®s una ter¨pia que est¨ guanyant molta fora i sôest¨ utilitzant 

per tractar diferents condicions clíniques com les ulceres, les cremades, dany muscular i en 

malalties dels óssos, per facilitar la recuperació del teixit després de la cirurgia 

[26,27,28,29,30].  

1.5.2. Proc®s dôangiog¯nesis en la reparaci· de ferides o regeneraci· tissular 

La neovascularització és un component essencial durant tot el proc®s de cicatritzaci· dôuna 

ferida. Els vasos sanguinis contribueixen a restablir lôhemost¨sia inicial, redueixen la p¯rdua de 

sang i estableixen una matriu provisional (formació del teixit de granulació). Les citocines 

derivades del coàgul sanguini i els factors de creixement recluten les tipologies cel·lulars 

necess¨ries per al proc®s de reparaci·. En aquest punt, sôha establert un microambient 

provisional per a la formació i regeneració de nous vasos sanguinis, que garanteix la perfusió 

de nutrients a la ferida i restableix els nivells dôoxigen, fet que potencia la proliferació cel·lular i 

la regeneració del teixit. [7,31]. 

Durant la reparaci· dôuna ferida, en condicions normals i en una persona sana, els vasos 

sanguinis creixen a un ritme desorbitat i produeixen una xarxa de vasos sanguinis funcional i no 

funcionals 2 o 3 vegades més densos i desorganitzats que en el teixit normal. Aquest 

creixement massiu de vasos sanguinis està principalment regulat pels factors proangiogènics 

VEGF-A, PDGF i bFGF. Amb el temps, els vasos no funcionals regressen per mitjà de 

lôapoptosi i els funcionals maduren fins que sôassoleix la densitat vascular de la pell normal i 

sense lesions [6]. 

La interrupci· del proc®s dôangiog¯nesi condueix a trastorns en la cicatritzaci· de la ferida o a 

la seva cronificació. Aquest fenomen fisiopatològic normalment el veiem quan hi ha una 

insuficiència venosa, a les úlceres dels peus diabètics o en persones que pateixen 

arterioesclerosis [31]. 

1.6. Models in vitro per a lôestudi de la regeneraci· de la pell 
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En la regeneració de la pell, els teixits que es regeneren son diversos i existeixen diferents 

models in vitro pel seu estudi. Nosaltres ens centrem en la regeneració dels capil·lars i 

exposem a continuació uns quants models habitualment usats en aquests estudis. 

1.6.1. Cultiu de c¯lĿlules endotelials i models dôangiog¯nesi in vitro 

Com ja sôha descrit a lôapartat 1.4, perqu¯ es produeixi angiogènesi, les cèl·lules endotelials 

han de proliferar, migrar i formar estructures tubulars. Tots aquests esdeveniments es poden 

estudiar in vitro. El desenvolupament dôassaigs dôangiog¯nesi ha perm¯s el descobriment de 

molècules proangiogèniques i antiangiogèniques.  

Els assaigs in vitro permeten estudis r¨pids i quantitatius, per¸ sôhan de considerar com 

primeres aproximacions que han de ser confirmades in vivo. Les proves in vivo requereixen 

molt més temps i són més difícils de quantificar, però donada la complexitat de les interaccions 

que ocorren entre múltiples tipologies cel·lulars necessàries per formar vasos sanguinis 

funcionals, totes les troballes in vitro sôhan de confirmar directament en lôanimal [16,32]. 

La majoria dôassaigs amb c¯lĿlules endotelials sôutilitzen c¯lĿlules endotelials de la vena 

umbilical humana (HUVEC) o cèl·lules endotelials aòrtiques bovines (BAEC), perquè són 

c¯lĿlules relativament f¨cils dôextraure de vasos sanguinis grans [16]. En aquest estudi 

treballarem amb una línia immortalitzada de HUVEC, que en ser una línia embrionària tenen 

molta més capacitat de proliferació que les BAEC, i amb una línia de cèl·lules endotelials de 

ratolí (bEND3), concretament de vasos del sistema nerviós. 

Les cèl·lules endotelials són heterogènies: existeixen diferències entre els vasos sanguinis 

grans i els petits; difer¯ncies entre esp¯cies; dels ¸rgans, lôhoste o el tumor del qual provenen; i 

inclús diferències dins del mateix ¸rgan. A m®s, les c¯lĿlules endotelials que sôutilitzen en els 

assaigs estan en un estat de proliferació constant, mentre que les cèl·lules endotelials dels 

vasos del cos no proliferen, solen estar en repòs. Aquesta alta taxa de proliferació permet 

obtenir el volum cel·lular necessari per realitzar els experiments. Se sol suposar que aquestes 

cèl·lules conserven les característiques fisiològiques normals que exhibeixen in vivo, però això 

no és sempre així, ja que normalment les cèl·lules in vitro guanyen o perden atributs, fenomen 

que es coneix com a desdiferenciació cel·lular [16]. 

1.6.2. Assaigs de proliferació 

Les cèl·lules endotelials proliferen per proporcionar el nombre de cèl·lules necessàries per al 

desenvolupament de capil·lars. Existeixen molts m¯todes per mesurar lôefecte de mol¯cules 

proangiogèniques i antiangiogèniques sobre la proliferació cel·lular. Els més utilitzats són:  

- Recomptes cel·lulars directes: les cèl·lules es poden comptabilitzar utilitzant un 

hemocitòmetre i un microscopi invertit o utilitzant altes dispositius semblants 

(comptador electrònic de Coulter, càmera de Neubauer, etc.). 

- La s²ntesi dôADN: sôutilitzen nucleòtids marcats radioactivament i segons la quantitat 

radioactiva que presentin les cèl·lules podrem sabre la quantitat dôADN sintetitzat. 

També existeixen mètodes similars no radioactius. 
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- Lôactivitat metab¸lica celĿlular: normalment se sol fer per mitj¨ dôun assaig colorim¯tric 

(assaig MTT) on els enzims mitocondrials de les cèl·lules vives redueixen el MTT i 

lôabsorb¨ncia es llegeix mitjanant un espectrofot¸metre. 

Tant els m¯todes que analitzen la s²ntesi dôADN com lôactivitat metab¸lica no s·n 

completament fiables, per aix¸ ®s millor utilitzar m®s dôun m¯tode per determinar la taxa de 

proliferació cel·lular. 

Sôha vist que per provar les possibles mol¯cules proangiog¯niques sovint ®s necessari reduir 

lôestimulaci· pr¸pia del s¯rum del medi de cultiu, perqu¯ generalment és més efectiu provar 

molècules antiangiogèniques en cèl·lules que tenen una taxa substancial de proliferació 

[16,32]. De manera que abans de procedir a lôexperiment, es redueix la concentraci· de s¯rum 

en el medi o sôutilitza directament un medi que no en contingui. 

1.6.3. Assaigs de migració 

En lôsprouting angiogenesis, les c¯lĿlules endotelials degraden lôECM i migren al llarg dôun 

gradient químic establert per factors de creixement proangiogènics. Existeixen diversos assajos 

en els quals es mesura la migració de les cèl·lules endotelials en resposta a un factor que 

indueix o inhibeix lôangiog¯nesi. La tècnica més utilitzada per avaluar la seva migració és una 

modificaci· de lôassaig de la c¨mera de Boyden cl¨ssica: les cèl·lules endotelials es col·loquen 

sobre un filtre permeable sobre el medi de cultiu on es troba el factor que es vol testar; les 

cèl·lules podran migrar en resposta a aquell factor.  Aquest mètode és altament sensible a 

nivells baixos de factors quimiotàctics i altament reproduïble en comparació amb altres assaigs 

de migració [16,32]. 

El wound healing assay és un altre mètode simple per estudiar la migració cel·lular in vitro que 

imita la migraci· celĿlular que es produeix durant la curaci· dôuna ferida in vivo. Aquesta tècnica 

consisteix a crear una ñferidaò a la monocapa del cultiu, realitzar un seguiment per imatges al 

principi i a diferents intervals del procés de migració per tancar la ferida i, comparar les imatges 

per quantificar la taxa de migració cel·lular [33]. 

1.6.4. Assaigs de formaci· dôestructures tubulars 

Un cop les cèl·lules endotelials han proliferat i migrat cap a un estímul propiciat per un factor de 

creixement proangiogènic, aquestes han de formar estructures tubulars amb lumen per on 

circularà el flux sanguini. Les cèl·lules endotelials semblen capaces de formar estructures 

tubulars espontàniament quan han tingut temps per dipositar components de la matriu 

extracel·lular. La formació de tubs es pot millorar si es cobreixen les superfícies de les plaques 

de cultiu amb fibrina o col·lagen. Les estructures tubulars que es formen sobre aquest coating 

són bastant fidels als que es formen in vivo i la formació de les tight junctions es poden 

confirmar per microscòpia electrònica [32]. 

Actualment, els assaigs de tubulogènesi més populars impliquen cultivar HUVEC o BAEC amb 

Matrigel (Figura 12). El  Matrigel és una barreja complexa de proteïnes de la làmina basal dels 

epitelis (laminina, col·làgen IV, entactina, proteoglicans, etc.) que causa la  formació 

dôestructures tubulars en 24 h. Per¸, sôha vist que c¯lĿlules que no tenen un origen endotelial, 

com fibroblasts o cèl·lules de carcinomes i glioblastomes, formen tubs. Aquest fet planteja la 
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qüestió de si es formen tubs amb lumen reals o solament sôalienen c¯lĿlules una al costat de 

lôaltre [16,32]. 

 

Figura 12. Assaig dôangiog¯nesi amb HUVEC en Matrigel. PRPr i WPr s·n dues maneres dôobtenir els 

factors de creixement alliberats per les plaquetes del PRP. Per m®s informaci· consultar lôapartat 3.2. Font: 

Figura 1 de lôarticle Etulain et. Al. ñAn optimised protocol for platelet-rich plasma preparation to improve its 

angiogenic and regenerative propertiesò [27]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Posada a punt dôun model dôangiog¯nesis in vitro per estudiar lôacci· del PRP en la regeneraci· de teixits 

 

27 

 
Grau en Biotecnologia 

2. Hipòtesis i Objectius 

La unitat de ferides de lôHospital Universitari de la Santa Creu de Vic (HUSC) ha optat des de fa 

uns anys per lô¼s del PRP com a tractament de ferides cr¸niques en pacients dôedats 

avançades. Revisions recents de la Cochrane, la teràpia amb PRP millora la cicatrització de les 

¼lceres en el peu associades a pacients que pateixen diabetis, per¸ no sôha pogut determinar 

que funcioni en ferides cr¸niques dôaltres etiologies [35].  

Tenint en compte que el proc®s dôangiogènesi és imprescindible perquè un ferida es curi el 

grup de recerca TR2Lab ha iniciat una línia de recerca basada en l'estudi de l'efecte dels 

factors que conté el PRP sobre l'angiogènesi. 

La hipòtesi que es planteja en aquest treball ®s la seg¿ent: ñEstablir un assaig dôangiog¯nesi in 

vitro  pot donar un valor pronòstic en el tractament de ferides amb PRPò. 

Dôaquesta manera, es podr¨ estudiar in vitro si el plasma dôaquests pacients t® la capacitat 

d'estimular lôangiog¯nesi i ajudar en el proc®s de cicatrització de les ferides cròniques. Si 

aconseguim que aquest estudi tingui un valor pronòstic podrem evitar que, si el tractament no 

funciona, s'extregui sang setmanalment de pacients amb una fragilitat alta. 

Lôobjectiu principal dôaquest Treball de Fi de Grau és establir un model dôangiog¯nesi in vitro 

amb el que poder testar el plasma de pacients que pateixen úlceres de diferents etiologies. 

Per poder aconseguir establir el model dôangiog¯nesi, sôhan dôassolir els següents objectius 

específics: 

- Expandir i mantenir dôuna l²nia de cultiu primari de cèl·lules endotelials humanes 

(HUVEC) i de ratolí (bEND3). 

- Caracteritzaci· de les dues l²nies celĿlulars per mitj¨ dôestudis dels paràmetres  

morfològics, determinació de la taxa de creixement i la seva capacitat de migració. 

- Estimulació de les cèl·lules endotelials perquè secretin la seva pròpia matriu 

extracel·lular. LôECM ®s un factor clau perqu¯ es produeixi lôangiog¯nesi, ja que permet 

que les c¯lĿlules endotelials migrin i fa dôòscaffoldò perqu¯ formin estructures tubulars. 

- Estudiar lôECM sintetitzada per mitj¨ de t¯cniques dôimmunofluorescència. Sôutilitzar¨ 

un anticòs primari contra la lamina, perquè és un dels components majoritaris de 

lôECM. 

- Per preparar el PRP, sôha dôaµllar la fracci· plasm¨tica de la sang. Per tant, es 

necessita optimitzar de la velocitat i el temps de centrifugació adients per aïllar la 

fracció corresponent al PRP. 

- Com els factors de creixement que contenen les plaquetes en els gr¨nuls Ŭ participen i 

potencien lôangiog¯nesi, es vol activar les plaquetes que es troben en el PRP perquè 

els alliberin. Depenent del procediment que es segueixi per obtenir els factors de 

creixement, aquests rebran el nom de PRPr o WPr. 

- Afegir PRPr o WPr en el medi i determinar el percentatge adient per estimular les 

cèl·lules endotelials per què formin estructures tubulars. 

- Monitoritzar i analitzar el proc®s de formaci· dôestructures tubulars a partir dôimatges 

presses amb un microscopi invertit. 
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3. Metodologia 

La l²nia celĿlular HUVEC ens la van facilitar lôInstitut Hospital del Mar dôInvestigacions M¯diques 

(IMIM). La línia cel·lular bEND3 ens la va facilitar lôInstitut de Neuroci¯ncies de la Universitat 

Autònoma de Barcelona (UAB). La sang de porc prov® de lôescorxador Mafriges S.A. i la sang 

humana dôuna persona voluntària del personal sanitari de lôHospital Universitari de la Santa 

Creu (HUSC) de Vic. 

En tots els assajos que es descriuen a continuació, abans de cultivar les cèl·lules, hem tractat 

la superfície dels pous de cultiu per tal de millorar lôadher¯ncia. Sôha fet un ñcoatingò amb 0.2% 

de gelatina de pell bovina en PBS amb un per²ode dôincubaci· de 2 h. 

3.1. Caracterització de les cèl·lules endotelials 

Lôobjectiu dôaquest estudi ®s con¯ixer les l²nies celĿlulars amb les que es treballa. Per fer-ho es 

realitza (1) un estudi morfològic, (2) sôanalitza la taxa de proliferaci·, (3) la capacitat de migraci· 

i (4) la capacitat que tenen les cèl·lules perquè secretin la seva pròpia matriu extracel·lular.  

Com es sospita que la línia cel·lular bEND3 ha perdut les característiques i propietats que la 

defineixen com a cèl·lula endotelial; es farà un anàlisi comparatiu dels resultats obtinguts entre 

les dues línies per comprovar-ho.  

3.1.1. Anàlisi dels descriptors morfològics 

Sôha determinat lô¨rea, el per²metre, la circularitat (τ“
Û

þ
) i el diàmetre de Feret 

(distància màxima entre dos punts del perímetre) de 40 cèl·lules endotelials (tant HUVEC com 

bEND3) adherides a la superfície de cultiu, per cada condició experimental estudiada utilitzant 

el programari obert ImageJ (accessible a:  https://imagej.nih.gov/ij/index.html) (veure el punt 

7.1. de lôAnnex de Protocols). Les dades obtingudes sôhan descarregat amb format .csv i sôha 

calculat la mitjana dels valors amb RStudio. 

 

Figura 13. Dibuix explicatiu dels descriptors morfològics. Lô¨rea és la superfície que cobreix la figura, el 

perímetre és el contorn de la figura, la circularitat indica com de rodona és una figura i el diàmetre de Feret la 

distància entre els dos punts més allunyats de la figura. Quan la circularitat és baixa, el diàmetre Feret ens ajuda 

a definir la forma de la cèl·lula. Font: elaboració pròpia. 

Aquests descriptors indiquen com de rodona és una cèl·lula (circularitat propera a 1), o si la 

forma de la cèl·lula és irregular i allunyada de la rodona (circularitat propera a 0), o bé si és 

més allargada (diàmetre Feret més llarg) o més estrellada (diàmetre Feret més curt). 

https://imagej.nih.gov/ij/index.html
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3.1.2. Determinació de la taxa de proliferació 

A partir de cèl·lules sembrades en pous de 2 cm2 (al 50 % de confluència) es va fer una 

seguiment durant 3-4 dies (depenent de la línia cel·lular), fins que la monocapa és 100% 

confluent, i un recompte diari manual de diversos camps a 10X (veure el punt 7.2. de lôAnnex 

de Protocols). 

3.1.3. Determinació de la capacitat de cobertura de superfície en un model de 

reparació de ferida 

Sôha realitzat per mitj¨ dôun assaig anomenat ñscratchò, que consisteix en fer un raspat amb una 

punta de pipeta quan la monocapa del cultiu està 100% confluent. Posteriorment, es fa un 

seguiment de la cobertura de la superfície a partir de les cèl·lules de la vora. Aquest model 

experimental pot reproduir la reparació de superfícies intraluminals dels vasos sanguinis 

malmesos (veure punt 7.3. de l'Annex de Protocols). 

3.1.4. Determinació de la secreció de matriu extracel·lular 

La secreció de matriu extracel·lular per formar la làmina basal és una característica típica de les 

cèl·lules epitelials i per tant, de les cèl·lules endotelials. Per aquest assaig, quan el cultiu està 

100% confluent, sôafegeix ¨cid asc¸rbic al medi durant 7-8 dies per afavorir la secreció de 

col·lagen, un component principal de la làmina basal [36] (veure punt 7.4. de lôAnnex de 

Protocols). 

S'ha determinat la presència de laminina, un component de la làmina basal, a l'espai 

extracel·lular per immunofluorescència indirecta utilitzant un anticòs primari rabbit-Ŭ-laminina i 

un secundari goat-Ŭ-rabbit unit al fluoròfor N-488. El fluor¸for N488 sôexcita amb llum blava 

(488 nm) i emet llum verda (541 nm) [37] (veure punt 7.4.1. de l'Annex de Protocols). Es 

fotografien les preparacions amb un microscopi de fluorescència i es processen les imatges 

amb lôImageJ (veure punt 7.4.2. de lôAnnex de Protocols). 

3.2. Obtenció de PRP 

Tai i com sôha descrit a lôapartat 1.5.1. el PRP ®s una ter¨pia alternativa que sôest¨ emprant per 

curar ferides cròniques. Sôha vist que estimula lôangiog¯nesi [5,6,7,8,11,16,17,27] i, 

conseg¿entment, afavoreix la cicatritzaci· de les ferides. Per aquesta ra·, sôha utilitzat PRP per 

estimular la formaci· dôestructures celĿlular en un cultiu de c¯lĿlules endotelials in vitro. 

3.2.1. Optimitzaci· dôobtenció de PRP a partir de sang humana 

El HUSC ens ha facilitat uns frotis de 3 fraccions de la sang: limfòcits (L), la part superior del 

plasma (1/3) i la inferior (2/3). Sôha realitzat un recompte amb lôImageJ per determinar si aquell 

plasma és PRP (veure punt 7.5. de lôAnnex de Protocols). 

Etulain et. Al., Bertrand-Duchesne et. Al. i Martínez et. Al., han descrit tres maneres diferents 

de preparar factors de creixement alliberats per les plaquetes a partir de PRP: PRPr, WPr i PPr 

[27,38,9]. 
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3.2.2. Optimitzaci· dôobtenci· de PRP a partir de sang de porc 

En els protocols descrits per Etulain et. Al., Bertrand-Duchesne et. Al. i Martínez et. Al. sôaµllen  

factors de creixement a partir de sang humana. Com també utilitzem sang de porc i aquesta 

presenta una densitat diferent a la humana degut a la pres¯ncia dôun estabilitzant afegit des de 

lôescorxador dôorigen, sôha hagut dôoptimitzar la velocitat i el temps de centrifugaci· per separar 

les 3 fraccions de la sang (veure Protocol X). Però al no aconseguir una fracció de PRP neta (hi 

havia eritròcits), es va decidir utilitzar Ficol, un reactiu que crea un gradient de densitat que 

facilita la separació de les 3 fraccions de la sang i, alhora, fa de barrera física entre els eritròcits 

i les plaquetes (veure punt 7.6. de lôAnnex de Protocols). 

3.2.3. Preparació de PRPr: Plasma ric en plaquetes amb factors de creixement 

alliberats per plaquetes 

El ñPlatelet Rich Plasma releasedò (PRPr) sôobt® despr¯s de causar la coagulaci· del PRP amb 

Ca2+. Es centrifuga, de manera que no té fibrina ni plaquetes, i sôobt® una soluci· conté els 

factors de creixement que ja hi havia a la sang i els plaquetaris alliberats durant la coagulació 

(veure punt 7.7. de lôAnnex de Protocols). 

3.2.4. Preparació de WPr: factors de creixement alliberats per plaquetes en una 

solució tampó 

El ñWashed Platelet releasedò (WPr), primerament sôaµllen les plaquetes del PRP i es 

resuspenen en una solució tampó per activar-les posteriorment amb Ca2+ perquè alliberin els 

factors plaquetaris (veure punt 7.8. de lôAnnex de Protocols). De manera que el WPr són factors 

de creixement alliberats per les plaquetes en una solució tampó. 

3.3. Estimulaci· de la formaci· dôestructures tubulars 

Per desenvolupar un model dôangiog¯nesi in vitro i poder estudiar la capacitat dels diferents 

PRP per estimular la formaci· dôestructures tubulars, sôhan hagut de seguir els seg¿ents 

passos: optimització del temps que ha dôestar el cultiu amb un medi sense s¯rum i el 

percentatge de PRP necessari per la formaci· dôestructures tubulars. 

3.3.1. Optimització del temps sense sèrum 

El sèrum estimula la proliferaci· celĿlular. Per reduir lôestimulaci· pr¸pia del s¯rum i que la 

resposta que tinguin les c¯lĿlules durant els assaigs dôangiog¯nesi es deguin a lôefecte del PRP 

(veure el punt 7.9.1. de lôAnnex de Protocols). 

3.3.2. Optimització del percentatge de PRP necessari per a la formació 

dôestructures tubulars 

Sôhan afegit diferents concentracions de PRP en el medi i sôha realitzat un seguiment amb 

microimatges del cultiu a diferents temps. També, sôha realitzat un estudi curós de cada imatge 

pressa, on sôha fet un recompte manual del nombre dôalineaments i nombre de c¯lĿlules per 

alineament (veure punt 7.9.2. de lôAnnex de Protocols). 
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3.3.3. Concentració proteica del PRP 

Com els factors de creixement són proteïnes, sôha quantificat la concentraci· absoluta de 

proteïnes dels diferents PRP mesurant la seva absorbància amb un espectrofotòmetre (veure 

punt 7.9.3. de lôAnnex de Protocols). 
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4. Resultats i Discussió 

4.1. Caracterització de les línies cel·lulars HUVEC i bEND3 

Les HUVEC són una línia cel·lular de cèl·lules endotelials dels vasos del cordó umbilical humà i 

les bEND3 són cèl·lules endotelials dels vasos del sistema nerviós de ratolí. 

4.1.1. Anàlisi dels descriptors morfològics      

Les cèl·lules de la línia cel·lular HUVEC, a simple vista tenen una morfologia molt homogènia: 

són bastant poligonals, tenen una mida entre el rang 12-20 µm i no presenten prolongacions 

citoplasmàtiques (Figura 14 fila superior). Tot i així, en regions de poca confluència (~50%), 

presenten una forma lleugerament més allargada que en les zones de molta confluència 

(~100%) on la seva morfologia és més quadrada (Figura 14).  

Les cèl·lules de la línia cel·lular bEND3, a simple vista tenen una morfologia poc homogènia, 

perquè tot i que la gran majoria tenen forma allargada i presenten prolongacions 

citoplasmàtiques, solen tenir-ne en diferent nombre i mida (Figura 14 fila inferior).  

 

Figura 14. Cultiu de HUVEC i bEND3 a diferents confluències. Cèl·lules sembrades en un coating de gelatina 

0.2% a una confluència aproximada del 50% i 100%. Microscopi invertit objectiu 10X. Font: elaboració pròpia. 

Segons lôan¨lisi dels descriptors morfol¸gics realitzat digitalment amb lôImageJ, les HUVEC són 

petites, ja que comprenen una àrea mitjana de 0.103 px i un perímetre de 1.146 px; i presenten 

una morfologia més aviat poligonal però sense ser un cercle perfecte, coincidint amb un valor 

de circularitat proper a 1 i un valor baix de diàmetre de Feret (Taula 4). A més, com més alta és 

la confluència m®s petita ®s lô¨rea que comprenen i m®s circulars s·n les c¯lĿlules. 

Per altra banda, les bEND3 tenen una àrea bastant homogènia, sent el valor de la desviació 

estàndard baix (Taula 4); però el seu perímetre és bastant desigual, amb un valor de 1,578 px 

de desviació estàndard i, això es deu a la diferència del nombre i la mida de les prolongacions 
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citoplasmàtiques que hi ha entre aquetes cèl·lules. El valor tant baix de circularitat mitjana i tant 

alt del diàmetre de Feret (Taula 4) corroboren que les bEND3 presenten una morfologia bastant 

fusiforme. Tal com ocorre amb les HUVEC, les bEND3 conforme la monocapa és més confluent 

les cèl·lules són més petites en mida, però per contra també es tornen més allargades. 

 

Taula 4. Paràmetres morfològics de les HUVEC i les bEND3 (en píxels ñpxò). Sôha utilitzat el processador 

dôimatges ImageJ i pels estudis estadístics (ὢ, ů) lôRStudio. Les imatges analitzades sôhan pres amb un 

microscopi invertit amb lôobjectiu 10X. N=40. Font: elaboració pròpia. 

Aquest estudi reflexa les clares diferències que hi ha entre les dues línies cel·lulars. Les 

HUVEC són bastant més petites que els bEND3, amb una àrea mitjana de 0,103 px i 0,309 px 

respectivament. Que les HUVEC tenen una morfologia més homogènia que les bEND3, per 

això el valor de la desviació estàndard del perímetre mitjà són molt baixos respecte el de les 

bEND3 (Taula 4). I les HUVEC presenten una forma molt més arrodonida (circularitat: 0,621 px; 

Feret: 0,578 px) i les bEND3 més allargada (circularitat: 0,202 px; Feret: 1,856 px). 

4.1.2. Determinació de la taxa de proliferació 

Les HUVEC, a simple vista, sembla que cada 24 h doblen la densitat cel·lular. Si ens fixem en 

la Figura 15, a les primers 24 h la monocapa presenta una confluència del 20-30%, a les 48 h 

és del 50-60% i a les 72 h un 85-90%. Quan la monocapa és molt confluent, la velocitat de 

proliferació es redueix, per això no es veuen gaires diferències entre les 72 i 96 h. 

Figura 15. Taxa de proliferació de les HUVEC. HUVEC sembrades a la mínima densitat en un coating de 

gelatina 0.2%. Imatges del cultiu a diferents temps 24, 48, 72 i 96 h. Microscopi invertit objectiu: 10X. Font: 

elaboració pròpia. 
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En el recompte cel·lular (Gràfic 1), es veu com a les primeres 72 h la proliferació cel·lular és 

exponencial i que en aquets punt, es comença a reduir. Això succeeix perquè quan el cultiu es 

troba al voltant del 20% de confluència, les cèl·lules entren en la fase exponencial del cicle de 

creixement, on en cada divisió les cèl·lules doblen el seu nombre. Sobre el 75% de confluència, 

la velocitat de creixement comena a disminuir perqu¯ sôhan consumit la majoria del nutrients 

del medi, sôhan acumulat els productes de rebuig i perquè les cèl·lules estableixen contacte 

cèl·lula-c¯lĿlula i sôenvien senyals inhibit¸ries que aturen la proliferació. Aleshores, es diu que 

les cèl·lules han entrat en la fase de Plateau.  

 

Gràfic 1. Taxa de proliferació de les HUVEC. Recompte cel·lular realitzat de forma manual a diferents temps 

24, 48 i 72 h. Es representa el nombre mitjà de tots els recomptes realitzats. Les imatges analitzades sôhan pres 

amb un microscopi invertit amb lôobjectiu 10X. N=5. Font: elaboració pròpia. 

Les bEND3, a simple vista, en les primeres 48 h no sôaprecia gaireb® creixement (Figura 16). A 

les 24 h la confluència és del ~10-15% i a les 48 h dôun ~20-25%. Però a les 72 h es veu que la 

poblaci· celĿlular sôha duplicat i el mateix succeeix al temps 96 h. 

Figura 16. Taxa de proliferació de les bEND3. bEND3 sembrades a la màxima sonfluència en un coating de 

gelatina 0.2%. Imatges del cultiu a diferents temps 24, 48, 72 i 96 h. Microscopi invertit objectiu 10X. Font: 

elaboració pròpia. 

El retard que experimenten les cèl·lules durant les primeres 48 h es reflexa en el recompte 

cel·lular representat en el Gràfic 2. La transici· entre la fase dôadaptaci· al medi i lôentrada a la 

fase exponencial ocorre entre les 48-72 h i, a partir dôaquest moment el creixement ®s 

exponencial. Al temps 168 h, la monocapa presentava la màxima confluència. Com no es tenen 
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dades dels temps 120 i 144 h, no sabem en quin moment les bEND3 disminueixen la seva taxa 

de proliferació i entren a la fase de Plateau. 

 

Gràfic 2. Taxa de proliferació de les bEND3. Recompte cel·lular realitzat de forma manual a diferents temps 

24 h, 48 h, 72 h, 96 h i 168 h. Es representa el nombre mitjà de tots els recomptes realitzats. Les imatges 

analitzades sôhan pres amb un microscopi invertit amb lôobjectiu 10X. N=5. Font: elaboració pròpia. 

Segons aquest estudi, les HUVEC tenen una velocitat de proliferació més elevada que les 

bEND3, perquè arriben a la màxima confluència en menys temps (96 h i 168 h respectivament). 

També es podria dir que les HUVEC presenten una millor capacitat dôadaptaci· al medi, perqu¯ 

a les 24 h ja comencen a proliferar i les bEND, en canvi, necessiten 72 h per adaptar-se i 

començar a proliferar. 

4.1.3. Determinació de la capacitat de cobertura de superfície en un model de 

reparació de ferida 

Les HUVEC aparentment no presenten capacitat de migració, perquè tal com es veu a la 

Figura 17, lôàrea del raspat (mireu els valors de la Taula 5) es redueix perquè les cèl·lules del 

límit proliferen en la direcció a tancar-la. 

 

Figura 17. Capacitat de cobertura de superfície de les HUVEC a diferents temps (0, 24 i 48 h). Cèl·lules 

sembrades a màxima confluència en un coating de gelatina 0.2%. Microscopi invertit objectiu 10X. Font: 

elaboració pròpia. 
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Taula 5. Àrea mitjana del raspat a diferents temps (0, 24 i 48 h). Les imatges analitzades sôhan pres amb un 

microscopi invertit amb lôobjectiu 10X. Software: ImageJ. N=5. Font: elaboració pròpia. 

Les bEND3 sembla que tenen certa capacitat de cobertura, perquè al temps 24 h de la Figura 

18 es veuen algunes cèl·lules en el centre del raspat. Probablement, lô¨rea del raspat (mireu els 

valors de la Taula 6) es redueix tant per la proliferació de les cèl·lules del límit com la de les 

cèl·lules que han migrat. 

 

Figura 18. Capacitat de cobertura de superfície de les bEND3 a diferents temps (0, 24 i 48 h). Cèl·lules 

sembrades a màxima confluència en un coating de gelatina 0.2%. Microscopi invertit objectiu 10X. Font: 

elaboració pròpia. 

 

Taula 6. Àrea mitjana del raspat a diferents temps (0, 24 i 48 h). Les imatges analitzades sôhan pres amb un 

microscopi invertit amb lôobjectiu 10X. Software: ImageJ. N=5. Font: elaboració pròpia. 

Tot i que ambdues línies han aconseguit cobrir completament el raspat, les bEND3 mostren 

una millor capacitat de migració perqu¯ han reduµt mes del doble lô¨rea del raspat en 24 h 

(lô¨rea sôha reduµt 2,23 vegades), mentre que les HUVEC no han aconseguit reduir lô¨rea del 

raspat a la meitat (lôhan reduµt 1,79 vegades). 

4.1.4. Secreció de la matriu extracel·lular en pres¯ncia dô¨cid asc¸rbic 

En la preparació dôimmunofluoresc¯ncia amb la l²nia celĿlular HUVEC cultivada de 7 a 10 dies 

al 100% de confluència en pres¯ncia dô¨cid asc¸rbic per afavorir la secreci· de matriu 

extracel·lular, sôha detectat pres¯ncia de laminina com es pot veure a la Figura 19. Aquests 










































