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ÍNDEX

Koloreak preso bizi dira egunez hala ere gauez,
ihes egiten dute hegan eta lo dagoen jendearen
ametsetan sartzen dira, ordu batzuetan besterik ez
bada ere, libre bizitzeko. Hargatik izaten dira
ametsak hain bizi. Egunak ez du oraindik argitu
baina oskarbi dago zerua. Pentsa, inor gutxik
daukala bere herriaren egunsentiaz gozatzeko
aukerarik ireki ba begiak jaiotzean dagoen egun
berrirako, jarri gaitezen zirrikitutik harago
begira, sarrailatik haragoko argira, gure bidean.

“Els colors viuen presos de dia però de nit, 
s’escapen volant i entren en els somnis de la gent 
dormida, per viure en llibertat, com a mínim 
durant unes hores. Per això, els somnis són tant
vius. Encara no s’ha fet de dia, però el cel és clar.
Pensa, que pocs tenen l’oportunitat de gaudir de 
l’alba del seu poble, obre bé els ulls al dia que 
està a punt de néixer, posem-nos a mirar més 
enllà de l’escletxa, a la llum de l’altra banda del
pany, en el nostre camí.”

Sarraila (“Pany”), Kenzazpi
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5-aza 5-azacitidina

Ab anticòs

α-MEM medi mínim essencial d’Alfa

ATPC cèl·lules progenitores derivades de teixit adipós

BDM monoxima 2,3-butanediona

bFGF factor de creixement fibroblàstic bàsic

BSA albúmina sèrica bovina

β-MHC cadena pesada de la β-miosina

CD grup de diferenciació

CDMO cèl·lules mononucleades derivades de moll d’os

cDNA àcid desoxiribonucleic complementari

CGPA canvis en el gruix de la paret anterior

CM cèl·lules mare

CMC cèl·lules mare cardíaques

CPE cèl·lules progenitores endotelials

cTnI troponina I cardíaca

Cx-43 connexina-43

Cy2 cianina 2

Cy3 cianina 3

Cy5 cianina 5

DAPI diclorohidrat de 4',6-diamidino-2-fenilindol

DNA àcid desoxiribonucleic

DTT ditiotreitol

ECA enzim convertidor de l’angiotensina

EDTA àcid etilendiaminotetracètic

EGF factor de creixement epidèrmic

EGR factor de resposta de creixement primerenc

EGTA àcid etilenglicol tetracètic

epiATPC cèl·lules progenitores derivades de teixit adipós epicàrdic



10

FBS sèrum fetal boví

FE fracció d’ejecció

FGF factor de creixement fibroblàstic

FITC isotiocianat de fluoresceïna

FS fracció d’escurçament

GAPDH gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa

G-CSF factor estimulador de colònies de granulòcits

GFP proteïna verda fluorescent

HBSS solució salina equilibrada de Hanks

HEPES àcid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetansulfònic

HGF factor de creixement d’hepatòcits

HLA antígens leucocitaris humans

HRP peroxidasa del rave

HS sèrum de cavall

HUVEC cèl·lules endotelials de la vena umbilical humana

IAM          infart agut de miocardi

ICC insuficiència cardíaca congestiva

IF immunocitofluorescència

IGF factor de creixement de la insulina

IL-1β interleuquina 1β

IL-6 interleuquina 6

Isl-1 islet-1

LDL lipoproteïna de baixa densitat

MHC cadena pesada de la miosina

MMP metal·loproteïnasa de matriu

mRNA àcid ribonucleic missatger

MSC cèl·lules mare mesenquimals

NGS sèrum normal de cabra

O/N overnight
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PBS solució amortidora de fosfat

PDGFBB factor de creixement derivat de plaquetes-BB

PE ficoeritrina

PFA paraformaldehid

PMSF fluorur de fenil-metil-sulfonil

P/S penicil·lina/estreptomicina

PVDF difluorur de polivinil

RNA àcid ribonucleic

RT-PCR reacció en cadena de la polimerasa amb transcripció reversa

rVEGF-2 receptor del factor de creixement de l’endoteli vascular-2

SCF factor de cèl·lules mare

SDF factor derivat de cèl·lules estromals

SDS dodecil sulfat de sodi

SERCA-2 ATPasa 2 del calci del reticle sarco/endoplasmàtic

subATPC cèl·lules progenitores derivades de teixit adipós subcutani

TBS solució salina amortidora de tris

Tris tris(hidroximetil)aminoetà

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

TGF-β factor transformador-β

TnC subunitat C de la troponina

TNF-α factor de necrosi tumoral-α

TnI subunitat I de la troponina

TnT subunitat T de la troponina

tPA activador del plasminogen tissular

VEGF factor de creixement de l’endoteli vascular

vWF factor von Willebrand



RESUM

“Ciència és tot allò sobre el 
qual sempre es pot discutir”

José Ortega i Gasset
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La insuficiència cardíaca congestiva és una epidèmia creixent a nivell mundial. Les 

causes principals de la insuficiència cardíaca estan relacionades amb el dany irreversible 

que resulta d’un infart de miocardi. El cor humà té una capacitat de regeneració

limitada, i la pèrdua de múscul, juntament amb la contracció i la fibrosi de la cicatriu 

miocàrdica, posen en joc un conjunt d’esdeveniments anomenats remodelat ventricular, 

que finalment tendeixen cap a una insuficiència cardíaca congestiva. 

En l’actualitat no hi ha cap tractament o procediment clínic, amb excepció del 

trasplantament cardíac, que substitueixi la cicatriu de l’infart per teixit contràctil 

funcional. Recentment, la identificació de diferents tipus de cèl·lules mare capaces de 

contribuir a la regeneració dels teixits ha generat un notable interès en la possibilitat que 

la teràpia cel·lular pugui ser utilitzada per reparar el miocardi danyat (cardiomioplàstia 

cel·lular). No obstant això, es desconeix encara quin és el tipus cel·lular ideal per a la 

cardiomioplàstia cel·lular.

Tradicionalment, es pensava que les cèl·lules mare pròpies d’un teixit adult només 

podien diferenciar-se cap a cèl·lules del teixit d’origen. Recentment, però, un conjunt 

d’estudis han demostrat que les cèl·lules mare adultes poden diferenciar-se cap a 

llinatges diferents als del seu teixit d’origen exhibint una plasticitat que ha estat 

anomenada transdiferenciació. Les cèl·lules mare mesenquimals són unes cèl·lules no 

hematopoètiques que típicament s’han aïllat del moll d’os però que més endavant s’ha 

demostrat que resideixen virtualment en tots els teixits. La seva accessibilitat, capacitat 

proliferativa, potencial de diferenciació i perfil immunològic fan que les cèl·lules mare 

mesenquimals adultes siguin un candidat principal per l’aplicació en teràpia 

regenerativa.

En aquesta tesi hem aïllat i estudiat tres tipus de cèl·lules mare d’origen mesenquimal 

de tres teixits diferents, el moll d’os, el teixit adipós subcutani i el teixit adipós 

epicàrdic. Tots ells s’han caracteritzat in vitro i se n’ha estudiat la velocitat de 

creixement, la seva expressió de marcadors de superfície i la seva capacitat 

pluripotencial vers els llinatges adipogènic i osteogènic. La recerca en aquesta tesi però, 

s’ha centrat en el seu potencial per a la regeneració cardiovascular. Per aquest motiu es 

va estudiar el potencial cardiomiogènic mitjançant l’anàlisi de l’expressió basal de 

marcadors característicament cardíacs i la seva capacitat de diferenciació cap a 

cardiòcits. Dels resultats obtinguts en aquesta primera fase in vitro vam concloure que 
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les cèl·lules progenitores derivades de greix epicàrdic (epiATPC), unes cèl·lules no 

descrites fins ara, eren el candidat cel·lular ideal per a l’estudi del seu potencial de 

regeneració del miocardi infartat in vivo. Per aquest motiu, es va estudiar l’efecte de les 

epiATPC trasplantades en dos models animals d’infart de miocardi en els quals es va 

observar una notable millora del miocardi infartat a nivell histològic i de funció. 

En conclusió, les epiATPC són una font cel·lular alternativa per a la cardiomioplàstia 

cel·lular, com ho demostra la seva capacitat de diferenciació cap a cardiòcit i cèl·lula 

endotelial, així com la millora de la funció cardíaca observada en els dos models

d’infart agut de miocardi estudiats en aquest treball.



INTRODUCCIÓ

“Cap pessimista va descobrir mai 
el secret de les estrelles,
o va explorar una terra no cartografiada, 
o va obrir un nou cel per a l’esperit humà.”

Hellen Keller
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Tot i els avenços farmacològics i en estratègies de revascularització coronària, el 

conjunt de les malalties cardiovasculars, que inclou l’infart agut de miocardi (IAM) i la 

insuficiència cardíaca congestiva (ICC), representen la principal causa de mort en els 

països desenvolupats (16,7 milions de morts anualment segons la OMS l’any 2004)1.

El cor és un òrgan amb una limitada capacitat de regeneració, principalment deguda 

a la incapacitat de les cèl·lules musculars cardíaques (cardiòcits) adultes de reentrar de 

forma rutinària al cicle cel·lular i proliferar. El dany irreversible es dóna ben aviat en el 

decurs del IAM, i el nombre absolut de cardiòcits perduts serà el principal determinant

de la funció cardíaca postinfart i del pronòstic del malalt. Tot i les dades publicades 

recentment que documenten l’observació de cardiòcits en mitosi després d’un dany 

miocàrdic, la freqüència és tan baixa que fa difícil pensar que tinguin un paper principal 

en la reparació del miocardi. És més, en la ICC i després d’un infart agut, l’augment 

compensatori principal en la massa miocàrdica es produeix fruit d’una hipertròfia més 

que pel fenomen de divisió cel·lular2, 3.

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. Aquest concepte podria canviar amb el 

descobriment, estudi i primers assaigs clínics basats en l’ús de cèl·lules mare i 

progenitores que han permès l’establiment de les bases d’un nou i eficaç tractament per 

al conjunt de malalties cardíaques: la cardiomioplàstia cel·lular.

El primer objectiu que persegueix la investigació bàsica en el camp de la 

cardiomioplàstia és trobar el tipus cel·lular més adequat per la seva aplicació en els 

futurs protocols de regeneració cardíaca. Idealment, aquest tipus cel·lular s’expandiria

de forma eficient en cultiu, i quan es trasplantés regeneraria el teixit miocàrdic infartat, 

incloent-hi diferenciació cardiogènica amb angiogènesi local.

Les cèl·lules mare embrionàries són una font cel·lular atractiva atès el seu potencial 

proliferatiu i de diferenciació. No obstant això, aquest tipus de cèl·lules són 

al·logèniques i obligaria als pacients trasplantats a prendre immunosupressors durant 

tota la seva vida, tenen el potencial de desenvolupar teratocarcinomes, el seu ús

comporta problemes ètics i el seu estudi està prohibit en determinats països com Àustria

i Polònia, entre d’altres. Per totes aquestes limitacions, els estudis en cardiomioplàstia 

cel·lular s’han decantat per l’ús de les cèl·lules progenitores o mare adultes. 
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Dins del conjunt de cèl·lules mare adultes, les més estudiades per la seva aplicació al 

cor han estat els mioblasts esquelètics, les cèl·lules mare cardíaques o cardioblasts, les 

cèl·lules mononucleades de moll d’os, les cèl·lules progenitores endotelials i les 

cèl·lules mare mesenquimals de diverses fonts. En el seu extens estudi in vitro, el 

conjunt d’aquestes cèl·lules han donat resultats variables, però, malgrat tot, força

prometedors. A més, la seva implantació en models animals d’infart de miocardi ha 

demostrat una certa recuperació de la funció cardíaca i constitueix la denominada 

“prova de concepte” de la capacitat de diferenciació cap a cardiòcit i cèl·lula endotelial, 

ja que aconsegueix regenerar i revascularitzar part de la zona afectada del miocardi.

Aquestes observacions han permès el pas d’aquesta primera fase experimental a la 

clínica, on s’han portat a terme multitud d’assaigs en pacients amb IAM, els quals han 

demostrat que es tracta d’una teràpia segura i que aconsegueix, en la majoria de 

pacients, només una modesta recuperació de la funció cardíaca.

Tot i així, resten moltes preguntes que cal respondre per poder-ne assolir l’aplicació 

clínica generalitzada. Quin és el llinatge de progenitors més adient? Com i en quin 

moment després de produir-se el dany miocàrdic s’han d’implantar? Quantes cèl·lules 

s’han de trasplantar? A més, cal conèixer en detall conceptes relacionats amb 

l’aïllament, l’expansió in vitro, la supervivència, les propietats biològiques i la 

diferenciació de les cèl·lules mare o progenitores cap un cardiòcit plenament funcional.

Alguns d’aquests conceptes s’han estudiat en el treball que es presenta en aquesta 

tesi doctoral i que es descriu a continuació.

1. Desenvolupament, estructura i funció del cor

El cor és el primer òrgan que esdevé funcional durant el desenvolupament 

embrionari, atesa la necessitat de nodrir l’embrió mentre el seu sistema cardiovascular 

es desenvolupa i madura. Al llarg del seu desenvolupament seran necessaris processos 

morfogenètics complexos, expressió gènica diferencial, proliferació cel·lular, 

diferenciació, migració i canvis morfològics que s’hauran de coordinar per produir un 

cor multicambra.
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Les cèl·lules que han de formar el cor es determinen al mesoderm anterior durant la 

gastrulació, i migren i formen les dues crestes precardíaques (figura 1a)4, 5. Aquí reben 

un conjunt de senyals de l’endoderma anterior i l’ectoderma que indueixen el programa 

regulatori cardíac primerenc, que està regulat pels factors de transcripció Nkx2.5, 

GATA-4 i Tbx5, crucials en tot el procés del desenvolupament cardíac6-9.

Posteriorment, les crestes cardíaques es fusionen a la línea embrionària mitjana i 

formen el tub cardíac primitiu (figura 1b)4, 5. En aquest estadi, el cor està format 

únicament per dues capes cel·lulars: el miocardi a la part externa i l’endocardi a la 

interna10. Poc després de formar-se, el cor tubular pateix una torsió cap a la dreta que 

serveix per alinear correctament les futures regions del cor que ja es comencen a 

distingir (figura 1c)4, 5. Es podria dir que el cor embrionari està format pel tracte 

d’entrada, l’aurícula embrionària, el canal auriculoventricular, el ventricle embrionari i 

el tracte de sortida11. Cada una d’aquestes regions miocardíaques presenta un patró 

d’expressió diferencial, així com unes característiques funcionals pròpies11, 12. Durant 

l’estadi fetal, aquestes 5 estructures hauran de ser septades per obtenir un cor amb doble 

circuit: sistèmic i pulmonar (figura 1d)4, 5. La septació del ventricle i l’aurícula primitiva 

dóna lloc als ventricles dret i esquerre, i a les aurícules dreta i esquerra, respectivament, 

donant forma a la configuració del cor adult amb les quatres cambres separades13 (figura 

1e)4, 5. 

A escala funcional, el cor és un òrgan muscular que 

recull la sang dels teixits del cos i la bomba cap als 

pulmons, i recull la sang dels pulmons i la bomba cap a 

tots els teixits del cos. L’anatomia interna del cor (figura 

2) deixa veure quatre cambres formades per múscul 

cardíac o miocardi. Les dos cambres superiors 

Fig. 1. a. Formació de la cresta cardíaca. b. Formació del tub cardíac primerenc. c. Torsió i inici de la formació de les 
cambres. d. Formació de les cambres. e. Maduració de les cambres, septació i formació de les vàlvules.

Fig. 2. Anatomia del cor.
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(aurícules) funcionen principalment com a cambres col·lectores, encara que també 

bomben la sang cap als ventricles; les dos cambres inferiors (ventricles) tenen més força 

contràctil, i la seva funció és la de bombar sang a l’organisme. Tot i que el cor és ple de 

sang, aquesta nodreix i oxigena molt poc els seus teixits. Aquestes necessitats són 

subministrades per un sistema vascular separat de la resta: el sistema coronari14.

El miocardi està format per cardiòcits, unes cèl·lules 

especialitzades la funció principal de les quals recau en el 

cicle contracció-relaxació. El 75% del seu volum intern

està destinat a un entramat de proteïnes contràctils 

ordenades paral·lelament o sarcòmer que dóna lloc a una 

aparença estriada sota el microscopi (figura 3). Els sarcòmers són les unitats funcionals 

contràctils envoltades a cada extrem per una matriu proteica, coneguda com la línia Z, i 

composta principalment per una altra proteïna contràctil, la α-actinina. Cada sarcòmer 

disposa d’un entramat interdigitat de filaments proteics prims i gruixuts. Els filaments 

prims són polímers formats a partir de subunitats globulars de la proteïna actina mentre 

que els filaments gruixuts estan formats per unitats de miosina. Les molècules de 

miosina s’uneixen a l’actina mitjançant dos dominis globulars que poden fer unions 

creuades i són els que actuen com a veritables motors moleculars responsables de la 

contracció muscular15 (figura 4)16. La contracció es regula per mitjà de les proteïnes 

tropomiosina i troponina, formada, al seu torn, per tres subunitats (TnC, subunitat 

d’unió al calci; TnI, subunitat que inhibeix la contracció muscular i TnT, subunitat que 

uneix el complex troponina amb la tropomiosina i l’actina)17, 18. 

Fig. 4. Inici de la contracció muscular pel Ca2+. Quan el Ca2+ s’uneix a la TnC, la 
tropomiosina es desplaça lateralment i exposa el lloc d’unió de la miosina a l’actina 
(àrea fosca). El cap de la miosina s’uneix, hidrolitza ATP i fa que la configuració de 
les regions del cap i del coll de la miosina canviïn i doni lloc al moviment.

Fig. 3. Imatge d’un cardiòcit 
auricular.
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L’orgànul més important del cardiòcit és el reticle sarcoplasmàtic. Des del reticle 

sarcoplasmàtic es descarrega, en resposta a l’ona d’excitació elèctrica, el calci que 

desencadena la contracció. Per contra, quan el calci és recaptat pel reticle 

sarcoplasmàtic mitjançant la bomba proteica SERCA-2, el cardiòcit es relaxa.

L’activitat elèctrica dels cardiòcits és fonamental per la seva funció normal. La 

majoria de cardiòcits són capaços de generar un gradient de càrrega mitjançant les 

bombes iòniques i els canals iònics selectius. La diferència de càrrega a través de la 

membrana es coneix com el potencial de repòs de membrana. L’energia relacionada 

amb la descàrrega d’aquest potencial està normalment associada amb les funcions 

cel·lulars específiques del cardiòcit. Per exemple, els canvis temporals del potencial 

elèctric (potencials d’acció) són necessaris per iniciar el procés conegut com 

l’acoblament excitació-contracció14.

Les fibres musculars es formen a partir de moltes cèl·lules individuals connectades 

en sèrie i en paral·lel les unes amb les altres. Entre una cèl·lula i l’adjacent, les 

membranes plasmàtiques es fusionen formant els discs intercalats on, majoritàriament, 

es formen unes connexions permeables (gap junctions) que permeten la difusió lliure 

d’ions. Això permet que els potencials d’acció viatgin fàcilment d’una cèl·lula muscular 

a una altra, i que, quan una s’exciti, el potencial d’acció es propagui per totes elles a 

través d’aquest entramat d’interconnexions18. Les gap junctions estan formades per 

proteïnes de membrana anomenades connexines19. En el cor dels mamífers, la principal 

connexina és la 43, que es localitza al miocardi ventricular i, en menor mesura, a 

l’auricular13.

El miocardi és un múscul estriat involuntari adaptat per ser molt resistent al fenomen

de la fatiga: té una gran quantitat de mitocòndries que li permeten una respiració 

aeròbica continuada, nombroses mioglobines i una bona aportació de sang que li 

subministra constantment nutrients i oxigen. El cor està tan ben adaptat al metabolisme 

aeròbic que és incapaç de bombar suficientment en condicions isquèmiques. A un ritme 

metabòlic basal, només un 1% de l’energia deriva del metabolisme anaeròbic. Aquesta 

pot incrementar-se fins al 10% en condicions moderadament hipòxiques, però, en

condicions d’hipòxia severa, no es pot alliberar prou energia a partir de la producció de 

lactat per mantenir les contraccions ventriculars16.
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2. El cor humà: un òrgan diferenciat

Les primeres evidències de regeneració miocàrdica daten del 1974 en amfibis20, 21. 

Gairebé 30 anys després es va demostrar també en el model de peix zebra que l’escissió 

de fins el 20% del ventricle portava a una regeneració espontània i reconstrucció del cor 

fruit d’un procés de proliferació tant de cardiòcits com de teixit connectiu22. En els 

mamífers, però, es pensava que aquesta capacitat regenerativa del cor es perdia quasi 

completament poc després del naixement.

En efecte, el múscul cardíac humà s’havia considerat tradicionalment un òrgan 

terminalment diferenciat sense capacitat de regeneració. Es pensava que els cardiòcits 

eren cèl·lules que sortien del cicle cel·lular poc després del naixement. Aquesta visió 

estàtica del miocardi implicava que tant la mort com la replicació dels miòcits no tenien 

cap paper en l’homeòstasi cardíaca.

Estudis recents, però, han rebatut completament aquest dogma. Per una banda, s’ha 

trobat la presència de diverses poblacions cel·lulars amb el comportament i potencial de 

cèl·lules mare cardíaques (CMC) en el miocardi humà adult. Per l’altra, estudis sobre 

quimerisme cardíac han demostrat que subpoblacions de cèl·lules extracardíaques poden 

colonitzar el miocardi adult.

Les CMC estarien implicades al llarg de tota la vida en el procés de manteniment de 

l’homeòstasi cardíaca, substituint, si més no en part, les cèl·lules cardíaques mortes. 

L’activació i implicació de les CMC s’ha demostrat en diferents condicions 

fisiopatològiques. Així, s’ha observat que el nombre de CMC augmenta de forma aguda 

després d’un infart agut de miocardi (IAM)23, 24. En el cor humà trobem 

aproximadament 4000 CMC per cm3; després d’un IAM, aquest nombre augmenta fins 

a les 40.000 CMC per cm3 al marge del infart i fins a 20.000 CMC per cm3 a la regió 

distal23.

La demostració de quimerisme cardíac s’ha obtingut en pacients trasplantats en què 

el receptor era de sexe diferent al donant. Mitjançant tècniques d’hibridació in situ, es 

pot fer un seguiment de les cèl·lules masculines portadores del cromosoma Y i la seva 

colonització miocàrdica (figura 5a)25. Aquests estudis de quimerisme en humans han 

donat percentatges variables de colonització cel·lular per cèl·lules del receptor que 

oscil·len entre el 0,04% i el 10% en funció de l’estudi26, 27. Així es demostra doncs, 

l’existència de cardiòcits d’origen extracardíac colonitzant el miocardi però no es dóna 
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una resposta a quin és el seu origen. Per esbrinar si es tractava de progenitors derivats 

del moll d’os, alguns investigadors van analitzar el cor de dones (XX) que havien rebut 

un transplantament de moll d’os provinents d’homes (XY) (figura 5b)25. Deb i col. van 

trobar que 0,23% dels cardiòcits presentaven el cromosoma Y28. Bayés-Genis i col. van 

observar el fenomen del quimerisme cardíac tant en pacients que havien rebut un 

transplantament de cèl·lules mare de sang perifèrica mobilitzades amb G-CSF, com en 

pacients que havien rebut transplantament de moll d’os, en tots els casos, de sexe 

contrari entre donant i receptor29. 

Per tant, en l’actualitat es pensa que tant les CMC com les cèl·lules progenitores 

cardíaques d’origen extracardíac jugarien un paper clau en el procés natural de 

regeneració essencial que és l’homeòstasi cardíaca. Ara bé, a la vegada, s’evidencia que 

aquest rol és insuficient per evitar la formació de la cicatriu, la pèrdua de la funció 

contràctil i la progressió de la insuficiència cardíaca després de l’infart de miocardi30-34.

Per això, la teràpia cel·lular o cardiomioplàstia cel·lular, ja sigui amb cèl·lules 

autòlogues o heteròlogues pot tenir el potencial de reemplaçar els cardiòcits i els altres 

tipus cel·lulars que han mort després d’un infart agut de miocardi (IAM). Aquesta nova 

teràpia hauria de millorar la funció ventricular postinfart i evitar la progressió, com 

passa actualment, cap a la insuficiència cardíaca congestiva (ICC).

El tipus cel·lular ideal per regenerar el miocardi hauria de ser capaç de proliferar i 

diferenciar-se en cèl·lules contràctils, connectar-se electromecànicament amb les 

Figura 5. a. Quimerisme cardíac 
després d’un transplantament de cor. 
Les cèl·lules mare circulants o 
residents al cor participen en aquest 
procés. Els nuclis (blau fosc) amb 
cromosomes Y es representen com 
punts vermells i els cromosomes X 
com a punts verds. Les cèl·lules 
d’origen masculí es mostren en blau 
clar i les d’origen femení com en
vermell rosat. b. Quimerisme 
després d’un transplantament de 
moll d’os o de cèl·lules progenitores. 
Les cèl·lules de moll d’os d’origen 
masculí colonitzen el cor femení sa. 
El blau clar simbolitza origen 
masculí mentre que els vermell rosat 
l’origen femení.

a b
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cèl·lules adjacents, ser fàcil d’obtenir i en quantitats suficients, i la seva aplicació no 

hauria d’estar subjecta a rebuig immunològic, ètic o legal35. Així, les cèl·lules per 

regenerar el miocardi podrien derivar de cèl·lules mare indiferenciades o de cèl·lules 

somàtiques més diferenciades. No s’ha identificat encara el tipus cel·lular ideal i, potser, 

més d’un tipus cel·lular podria ser vàlid per substituir el miocardi necrosat i minimitzar 

el remodelat.

La forma d’administració òptima d’aquestes cèl·lules també es desconeix. Fins ara, 

aquestes cèl·lules mare per a la regeneració cardíaca s’han administrat al cor per via 

intravenosa, intracoronària, intramiocàrdica o per mitjà de l’enginyeria de teixits. Hou i 

col. van realitzar un estudi amb cèl·lules humanes mononucleades de sang perifèrica 

marcades amb Indi111 i injectades per via intracoronària, intramiocàrdica i de forma 

retrògrada per via coronària venosa en un model d’infart en porc36. Com a resultat, es va 

observar que utilitzant les vies intracoronària i la via del sinus coronari la retenció de 

cèl·lules era només del 2,6% i el 3,2%, respectivament, mentre que utilitzant la injecció 

intramiocàrdica la retenció era de l’11%, tot i que aquesta última via era la que tenia 

més variabilitat en l’administració.

Les característiques, avantatges i desavantatges de cadascuna de les possibilitats de 

la teràpia cel·lular cardíaca es descriuran més endavant. En primer lloc, però, es 

descriurà la magnitud del problema del infart de miocardi i quines són les teràpies 

disponibles actualment.

3. Infart agut de miocardi

3.1. Epidemiologia i problemàtica social del infart agut de miocardi

La malaltia coronària és un dels principals 

problemes de salut en el món occidental 

industrialitzat, i l’infart agut de miocardi és la més

greu de les seves manifestacions. L’IAM està 

causat per l’oclusió aguda d’una o diverses artèries 

coronàries que aporten sang al cor provocant un 

transport inadequat d’oxigen i nutrients resultant 

en la necrosi i pèrdua de capacitat contràctil d’una Fig. 6. Dibuix esquemàtic d’un cor infartat. 
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part del múscul cardíac37 (figura 6)38. L’infart provoca, doncs, una disfunció 

ventricular que pot manifestar-se clínicament amb limitacions per realitzar activitats 

quotidianes i eventualment pot conduir a la mort, ja sigui per fallada de la funció 

contràctil o per l’aparició d’una arítmia maligna.

Segons l’Organització Mundial de la Salut, es produeixen 7,1 milions de morts 

l’any per malaltia coronària a tot el món39. Tot i que durant les darreres tres dècades 

s’han experimentat considerables avenços en el diagnòstic i tractament de l’IAM, 

aquest continua sent un greu problema de salut pública. Per exemple, als Estats Units 

cada any prop de 565.000 persones pateixen per primera vegada un IAM i al voltant de 

300.000 presenten un reinfart. Encara que la mortalitat aguda de l’IAM s’ha reduït, la 

prevalença de la miocardiopatia isquèmica està creixent ràpidament degut al increment 

de l’esperança de vida. La morbilitat, la mortalitat i els costos socioeconòmics 

relacionats amb la miocardiopatia isquèmica pugen de manera sostinguda any rere any 

i es calcula que l’any 2008 arribaran als 448,5 bilions de dòlars40.

A Espanya, més de 74.000 pacients són hospitalitzats cada any degut a un IAM o a 

una angina inestable7 constituint la primera causa de mortalitat en els homes i la 

segona en les dones, representant el 32,8% del total de defuncions. L’any 2005 es van 

produir 39.300 morts degudes a aquesta patologia: 17.119 dones i 22.181 homes41. 

Disposem darrerament d’importants registres poblacionals d’IAM com el MONICA42

a Catalunya o l’IBERICA43. A partir d’aquest últim, s’ha publicat recentment una 

estimació de la incidència de l’IAM en la franja de població espanyola que va dels 25 

als 74 anys, que arribaria als 194 casos per cada 100.000 habitants i any en els homes i 

als 38 casos per cada 100.000 habitants i any en les dones44.

La causa de mort a curt termini més freqüent deguda a un infart és l’aparició d’una 

arítmia ventricular maligna (sobretot la fibril·lació ventricular) que dóna lloc a mort 

sobtada cardíaca (≈ 20% dels IAM) o xoc cardiogènic (≈ 20-40% dels IAM). El xoc 

cardiogènic és una hipoperfusió dels teixits degut a la disfunció severa de la capacitat 

de contracció del cor. L’aparició del xoc cardiogènic és directament proporcional a la 

mida de l’infart. Habitualment, la necrosi de més del 40% de la massa ventricular 

esquerra produeix una situació de xoc cardiogènic.

A mig i llarg termini, la complicació més freqüent és la insuficiència cardíaca 

congestiva crònica deguda als canvis tissulars, geomètrics i funcionals que es 

produeixen en el post infart i que s’anomena remodelat ventricular. Aquestes 
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Fig. 7. a. Tall histològic d’una artèria coronària 
afectada per aterosclerosi. b. Tall histològic d’una 
artèria coronària quasi bé completament oclusa per la 
formació d’una placa trombòtica.

ba

alteracions, pràcticament irreversibles, provoquen que el cor perdi eficàcia per bombar 

la sang cap als teixits de forma correcta45.

En els últims anys, però, s’ha aconseguit una important reducció de la mortalitat 

aguda post infart, però, la insuficiència cardíaca causada pel remodelat ventricular és 

cada vegada més freqüent. Està adquirint proporcions epidèmiques i afecta com a 

mínim a 10 milions de persones a l’Europa occidental46 i a més de 4,8 milions de 

persones als Estats Units, amb 400.000 nous casos  cada any47. Les prediccions són 

que aquesta situació empitjorarà amb un notable augment de les malalties 

cardiovasculars en els països desenvolupats i es calcula que les morts degudes a 

malalties cardiovasculars arribaran a 25 milions a l’any 2020 a tot el món1.

Per a molts d’aquests malalts, aquesta progressió des de l’atac de cor fins a la 

insuficiència cardíaca congestiva és una dramàtica evidència de què els tractaments 

actuals no són un substitut vàlid dels cardiòcits morts48.

3.2. Fisiopatologia i manifestacions clíniques de l’IAM

L’infart de miocardi es produeix 

quan el flux coronari cessa degut a 

una oclusió trombòtica d’una artèria 

coronària alterada degut a 

aterosclerosi (figura 7)49.

L’aterosclerosi és una malaltia 

inflamatòria crònica que afecta 

fonamentalment i de forma difusa la 

capa íntima vascular arterial. Durant 

el seu desenvolupament, es diposita 

colesterol, productes cel·lulars de rebuig, calci i altres substàncies a la capa íntima 

d’una artèria. Aquest acúmul s’anomena placa d’ateroma. Les plaques d’ateroma 

poden arribar a ser tan grans que redueixin significativament el flux de sang a través 

d’una artèria (figura 7a). Tot i així, la majoria dels ateromes són asimptomàtics i mai 

arriben a causar manifestacions clíniques. El dany més greu, però, esdevé quan la 

placa es torna fràgil i es fissura o trenca. Aleshores, el col·lagen i el colesterol 
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(fonamentalment LDL oxidat) que conté a l’interior entren en contacte amb la sang i 

s’inicia un procés d’agregació plaquetària trombòtica seguida per la formació d’un 

coàgul. El trombus tendeix a estendre’s cap a la llum arterial causant la obstrucció del 

flux sanguini50 (figura 7b). La falta de nutrients i oxigen (isquèmia) provoquen una 

necrosi de part del miocardi, això és el que es coneix com un atac de cor o infart agut 

de miocardi.

Degut a la seva elevada tassa 

metabòlica, la regió del miocardi 

irrigada per l’artèria coronària 

bloquejada comença a patir un dany 

irreversible als 20 minuts d’isquèmia. 

Les cèl·lules de les capes més externes 

del miocardi (epicardi) comencen a 

morir evolucionant cap a les capes més 

internes (endocardi) en un període 

d’entre 3 i 6 hores. Tot i que els cardiòcits són la població més vulnerable, la isquèmia 

també afecta a altres tipus cel·lulars com les cèl·lules vasculars, els fibroblasts i els 

nervis cardíacs. La necrosi miocàrdica s’acompanya d’una vigorosa resposta 

inflamatòria amb cúmul de leucòcits, neutròfils i, més endavant, macròfags que 

infiltren la zona del infart. Aquests macròfags fagociten les restes de cèl·lules 

necròtiques i participen en les següents fases de la cicatrització del infart51. Alhora es 

comença a formar un teixit hidrofílic reparatiu provisional, anomenat teixit de 

granulació, ric en fibroblasts i cèl·lules endotelials. Al cap d’uns 7 dies, el teixit de 

granulació es remodela i es forma un dens teixit cicatricial molt ric en col·lagen (figura 

8). Tot aquest procés reparador requereix diverses setmanes per completar-se51.

A nivell d’òrgan, la cicatriu de l’infart de miocardi és distensible i afavoreix la 

dilatació de la cavitat ventricular o remodelat ventricular. Aquests canvis estructurals 

incrementen l’estrès mecànic de la paret del ventricle i promouen una progressiva 

disfunció contràctil. La magnitud de la disfunció ventricular depèn de l’extensió del 

territori cardíac necrosat52, 53, que depèn del nivell on s’ha produït l’obstrucció de 

l’artèria coronària. En general, una obstrucció coronària proximal donarà lloc a un 

infart més extens.

Fig. 8. Tall d’un cor. La zona infartada es veu de color 
grogós.
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3.3. Tractament actual de l’IAM

3.3.1. Tractament mèdic i mitjançant cateterisme

L’infart de miocardi és una urgència mèdica perquè la precocitat en el tractament 

és essencial per salvar la vida del malalt. És clàssica l’afirmació de P.W. Serruys que 

diu: “Temps és miocardi” referint-se al miocardi salvat per cada minut que es guanya 

en iniciar el tractament.

Els objectius del tractament en la fase aguda del infart són aturar la progressió del 

infart, reduir les demandes al cor, controlar el dolor i evitar les complicacions. El 

tractament que es segueix es basa en l’ús de:

 l’àcid acetil salicílic (aspirina), que es considera el medicament essencial i de 

referència en el tractament del malalt amb un possible IAM. La funció de l’àcid 

acetil salicílic és la d’antiagregant plaquetari. L’administració d’aspirina pot 

afavorir la reperfusió arterial i redueix la mortalitat, el reinfart i els accidents 

vasculars cerebrals en els pacients amb IAM.

 oxigen perquè estigui més fàcilment disponible pels teixits de l’organisme i es 

redueixi la càrrega de treball del cor.

 morfina o derivats d’aquesta que són analgèsics potents, i nitroglicerina, un 

vasodilatador arterial.

 -bloquejants, que són fàrmacs cronotrops negatius que redueixen els 

requeriments d’oxigen del propi cor i, en conseqüència, la isquèmia tissular.

El següent pas terapèutic que es realitza en la teràpia convencional de l’IAM té 

per objectiu limitar la mida del infart. Això s’aconsegueix amb la reperfusió de 

l’artèria coronària bloquejada, ja sigui de forma farmacològica (trombòlisi) i/o de 

forma mecànica (angioplàstia/stent permanent), o ambdós. Per això, és essencial 

identificar ràpidament els malalts candidats a un tractament urgent de reperfusió. El 

tractament trombolític pot reduir el risc relatiu de mort intrahospitalària fins un 50% 

quan s’administra en la primera hora de l’inici dels símptomes de l’infart de 

miocardi. El tractament trombolític administrat de forma apropiada redueix, en 

principi, la mida de l’infart, limita la disfunció del ventricle esquerre i disminueix la 
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incidència de complicacions greus com la ruptura miocàrdica, el xoc cardiogènic o 

les arítmies ventriculars malignes.

Una alternativa eficaç a la trombòlisi per a obrir l’artèria coronària oclusa és la 

reperfusió coronària mecànica mitjançant catèter o angioplàstia coronària transmural 

percutània. Aquesta intervenció consisteix en la dilatació coronària amb un baló o la 

col·locació d’un stent permanent. L’angioplàstia (figura 9)54 consisteix en introduir 

un baló fins a l’artèria coronària bloquejada, inflar el baló durant un cert temps que 

comprimeix la placa trombòtica contra les parets de l’artèria. En el 80% dels casos 

quan es realitza una angioplàstia també es col·loca un stent. Un stent és un malla 

metàl·lica que es deixa col·locada a l’artèria coronària bloquejada que garanteix la 

patència del vas i permet el flux sanguini cardíac (figura 10)55.

Un cop transcorreguda la fase aguda de l’infart, els tractaments més utilitzats a 

llarg termini tenen l’objectiu de disminuir el risc de reinfart i de controlar la ICC i els 

seus efectes que poden reduir la qualitat i durada de la vida del malalt i limitar les 

seves activitats quotidianes degut a la fatiga i la dispnea.

Els fàrmacs més utilitzats per pal·liar els efectes de la ICC són els -bloquejants, 

els inhibidors de l’enzim convertidor de l’angiotensina (ECA), els bloquejadors del 

receptor de l’angiotensina i els diürètics. Tant els inhibidors de l’ECA com els que 

bloquegen el receptor de l’angiotensina contraresten el potent efecte vasoconstrictor 

de la angiotensina II i, en conseqüència, dilaten els vasos sanguinis disminuint la 

càrrega de treball del cor. Els diürètics s’administren per eliminar líquids retinguts56. 

Els -bloquejants bloquegen l’efecte de l’adrenalina sobre els receptors beta i 

Baló desinflat 
amb l’stent

Inflant el baló 
l’stent es desplega  
irreversiblement

Un cop retirat el baló 
l’stent manté l’artèria 
desbloquejada

Fig. 10. Col·locació d’un stent. 

Baló 
desinflat a 
l’artèria

El baló inflat 
comprimeix la 
placa contra les 
parets de l’artèria

Fig. 9. Esquema de realització d’una angioplàstia. 
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retarden els impulsos elèctrics que passen pel cor. Conseqüentment, fan que millori 

la contracció del ventricle esquerre i, a la vegada, disminueixen el risc d’arítmies. Per 

últim, l’aspirina i altres antiagregants plaquetaris com el clopidegrel s’administren 

per evitar el risc de reinfart degut a reoclusions trombòtiques. Acompanyant el 

tractament mèdic, els malalts amb ICC també han de canviar els hàbits de vida 

evitant els esforços i mantenint una dieta equilibrada i baixa en sal57.

Ara bé, cap dels tractaments esmentats anteriorment, i que són els que s’apliquen 

en l’actualitat per tractar l’IAM i la ICC, és capaç de curar ni l’IAM ni la ICC. Es 

tracta només de tractaments pal·liatius que intenten evitar recaigudes i descarreguen 

el cor de treball per evitar que deixi de funcionar de manera definitiva, però cap 

d’ells substitueix el teixit miocàrdic mort en l’infart58. És a dir, que tant l’IAM com 

la insuficiència cardíaca són malalties incurables per la gran majoria de malalts. Tot i 

que els tractaments que hem esmentat han demostrat eficàcia per a millorar la 

supervivència i la qualitat de vida d’aquests malalts, més de la meitat dels pacients 

moren durant els 5 anys posteriors al diagnòstic inicial de la malaltia59.

Actualment, només un petit nombre de pacients poden tenir l’oportunitat de rebre 

l’únic tractament que sí aconsegueix recuperar completament la funció del cor, que 

és el trasplantament de cor. La teràpia cel·lular pot esdevenir una alternativa si es 

demostra la seva eficàcia.

3.3.2. Tractaments quirúrgics

Bypass aorto-coronari

En casos seleccionats i, quan s’observa que varies 

artèries tenen una reducció de la llum o estenosi 

significativa, és necessària la revascularització 

coronària quirúrgica o bypass aorto-coronari. Aquest 

procediment consisteix en la col·locació de segments 

de vasos sanguinis propis d’altres localitzacions 

suturant un extrem a l’aorta i l’altre a una artèria 

coronària distal a l’obstrucció (figura 11)60.

Fig. 11. Bypass aorto-coronari.

Placa
obstructiva

Artèria 
coronària

Aorta Bypass



33

Trasplantament de cor

El trasplantament de cor és, a dia d’avui, l’únic tractament realment eficaç per la 

ICC avançada deguda a un IAM. Consisteix en la substitució del cor malalt per un de 

sa. No obstant això, no és una teràpia exempta de riscs. El 20% dels malalts mor 

durant el primer any i el risc de rebuig de l’empelt obliga al pacient a prendre 

medicaments immunosupressors de manera indefinida. Si es pot controlar el rebuig, 

més del 50% dels malalts tenen una esperança de vida superior als 10 anys. 

Una altra de les limitacions relacionades amb aquest tipus de cirurgia és el limitat 

nombre de donants existent, que fa que la llista d’espera per un trasplantament de cor 

superi els 15.000 pacients a nivell mundial61. L’any 2007 es van realitzar 241 

trasplantaments cardíacs a Espanya segons la “Organización Nacional de 

Trasplantes”62. Això ens indica que el trasplantament de cor, tot i ser fins ara l’única 

teràpia efectiva en els malalts amb ICC terminal amb un índex de supervivència als 5 

anys de aproximadament el 70%63, estarà sempre molt subeditada al nombre de 

donants de tal manera que no es podria aplicar a la immensa majoria de malalts amb 

insuficiència cardíaca.

4. Teràpia cel·lular

La teràpia cel·lular es pot definir com un grup de noves tècniques o tecnologies que 

tenen per objectiu substituir cèl·lules disfuncionals per altres de sanes i funcionals. 

L’aplicació d’aquestes noves tècniques s’està estudiant per a tractar un gran ventall de 

malalties humanes, moltes de les quals fins ara es pensava que eren incurables, incloent, 

entre d’altres, molts tipus de càncer, malalties neurodegeneratives com el Parkinson, 

lesions a l’espina dorsal, la diabetis i també en el tractament de l’IAM i la insuficiència 

cardíaca congestiva64.

La teoria que suporta la teràpia cel·lular existeix des de fa centenars d’anys. La 

primera referència sobre el concepte teràpia cel·lular la va fer Philippus Aureolus 

Paracelsus (1493-1541), un metge i alquimista suís-alemany que va escriure el 1536 en 

el seu Der grossen Wundartzney (“Gran Llibre de Cirurgia”) que “el cor cura el cor, el 

pulmó cura el pulmó, la melsa cura la melsa; semblant cura semblant”65. La paternitat, 
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quasi per casualitat, de la teràpia cel·lular, però, s’atribueix al Dr. Paul Niehans (1882-

1971), un controvertit metge suís. El 1931 Niehans volia trasplantar un pacient amb les 

glàndules paratiroidees severament afectades, utilitzant les d’una vedella. Quan el 

pacient va començar a empitjorar abans de que el trasplantament es pogués dur a terme, 

Niehans va decidir tallar en petits fragments la glàndula de vedella, resuspendre’ls en 

una solució salina, i injectar-los en el pacient moribund. Immediatament el pacient va 

millorar i, de fet, va viure 30 anys més66. 

La cerca de les cèl·lules mare, en canvi, va començar després dels bombardejos 

d’Hiroshima i Nagasaki el 1945. Aquells que van morir temps després degut a dosis 

baixes de radiació tenien compromesos els seus sistemes hematopoètics, de manera que 

no podien generar ni el nombre suficient de leucòcits per protegir-se contra les 

infeccions no patogèniques ni suficients plaquetes per coagular la sang adequadament. 

Dosis més altes de radiació també mataven les cèl·lules mare del tracte intestinal 

resultant en una mort més ràpida. Més endavant, es va demostrar que ratolins exposats 

“a cos complet” a raig X desenvolupaven els mateixos símptomes i que, a la dosi letal 

mínima, els ratolins morien d’insuficiència hematopoètica aproximadament dues 

setmanes més tard67. Poc després, els científics van demostrar que els ratolins irradiats a 

cos complet es podien recuperar injectant-los suspensions cel·lulars d’òrgans 

hematopoètics tals com el moll d’os68. El 1956 tres laboratoris van demostrar que les 

cèl·lules de moll d’os injectades eren les responsables de la regeneració del sistema 

hematopoètic d’aquests animals69-71.

La teràpia cel·lular, en l’actualitat, és una realitat clínica. Els trasplantaments de moll 

d’os són només un dels exemples mèdics on les cèl·lules sanes del moll d’os d’un 

donant s’utilitzen per substituir les cèl·lules de pacients víctimes d’una leucèmia o 

d’altres tipus de càncers. La teràpia cel·lular també s’està utilitzant en la creació 

d’empelts de pell nova per tractar cremades greus i per crear noves còrnies47. 

En l’àmbit cardiovascular, els investigadors treballen amb l’esperança de què la 

teràpia cel·lular podrà aconseguir substituir la matriu fibrosa ocasionada com a 

conseqüència de l’IAM, per un nou teixit funcional amb capacitat contràctil que eviti el 

remodelat del ventricle.
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Com ja s’ha esmentat, estudis recents han demostrat que el cor en diferents 

condicions patològiques com la insuficiència cardíaca3 o l’infart de miocardi32, 72 té una 

relativa capacitat regenerativa. Avui en dia, però, es pensa que aquest procés natural de 

regeneració és essencial per a l’homeòstasi cardíaca però insuficient per regenerar el cor 

després d’un dany tan important com representa un IAM.

La regeneració del cor basada en cèl·lules mare ofereix, doncs, la possibilitat 

d’augmentar el procés regeneratiu del cor trasplantant cèl·lules autòlogues o 

heteròlogues que substitueixin els cardiòcits i els altres tipus cel·lulars que han mort 

després d’un IAM (cardiomioplàstia cel·lular) i, d’aquesta manera, es millori la funció 

ventricular i no degeneri, com passa actualment, en una insuficiència cardíaca 

congestiva.

5. Cèl·lules mare: tipus i propietats

Les cèl·lules mare són cèl·lules no especialitzades que es caracteritzen per la seva 

capacitat de renovar-se a si mateixes mitjançant divisió mitòtica (clonogènesi) i, en 

determinades condicions fisiològiques o experimentals, diferenciar-se cap a tipus 

cel·lulars especialitzats (potencialitat o plasticitat). En mamífers, els dos grans tipus de 

cèl·lules mare que trobem són: les cèl·lules mare embrionàries, que deriven de l’embrió 

en estadi de blastocist, i les cèl·lules mare adultes o somàtiques, que es troben en els 

teixits adults.

El primer tipus cel·lular que va ser utilitzat en teràpia cel·lular per a la regeneració 

cardíaca van ser els mioblasts esquelètics73-75. Recentment, però, aquest camp s’ha 

expandit utilitzant un ventall més ampli de cèl·lules mare/progenitores que inclou les 

cèl·lules derivades de moll d’os, les cèl·lules progenitores endotelials, les cèl·lules mare 

mesenquimals, les cèl·lules mare cardíaques i les cèl·lules mare embrionàries. Tots 

aquests tipus cel·lulars tenen característiques i propietats que els poden conferir 

avantatges i desavantatges, per al seu us en la regeneració cardíaca, com es mostren a la 

taula 1 i es descriuen amb més detall tot seguit.
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Fàcil 
obtenció

Fàcil 
expansió

Diferenciació 
cardiomiogènica

Diferenciació 
endotelial

Consideracions
ètiques

Aritmogènesi Puresa

CM embrionàries √ √ √ √

Mioblasts 
esquelètics √ √ √ √

CM cardíaques √ √ √

CDMO √

CPE √ √ √

MSC derivades 
de MO √ √ (?) √ √

subATPC √ √ √ (?) √ √

5.1. Cèl·lules mare embrionàries

L’aïllament de les primeres cèl·lules mare 

embrionàries de ratolí va ser possible fa gairebé 30 anys 

gràcies al descobriment de les tècniques de cultiu in 

vitro76-78. Tot i així, no va ser fins el 1994 que es van 

aïllar les primeres cèl·lules mare embrionàries humanes, i 

la primera línea establerta no es va aconseguir fins el 

novembre de 1998 quan es va descriure la derivació 

d’una línea de cèl·lules mare embrionàries humanes a partir de blastocists79. 

Les cèl·lules mare embrionàries deriven de la massa cel·lular interna de l’embrió en 

estadi de blastocist (7-14 dies). Són cèl·lules pluripotents que poden diferenciar-se en 

tots els tipus cel·lulars del cos, incloent els cardiòcits. Una altra característica 

d’aquestes cèl·lules, i important per a la teràpia cel·lular, és que tenen la capacitat de 

replicar-se de forma indefinida, fet que permet cultivar-les a gran escala i obtenir-ne 

en gran nombre80 (figura 12)81.

Per altra banda, les cèl·lules mare embrionàries són les que tenen la major capacitat 

per diferenciar-se cap a cardiòcits funcionals82-85. La seva diferenciació in vitro

produeix cèl·lules que recapitulen el fenotip cardíac expressant marcadors cardíacs 

Fig. 12. Vista microscòpica d’una 
colònia de cèl·lules mare 
embrionàries humanes.

Taula 1. Comparació de les característiques dels diferents tipus de cèl·lules utilitzats en teràpia cel·lular cardíaca. 
CM: cèl·lules mare; CDMO: cèl·lules mononucleades derivades de moll d’os; CPE: cèl·lules progenitores endotelials; 
MSC: cèl·lules mare mesenquimals; MO: moll d’os; ATPC: cèl·lules progenitores derivades de teixit adipós.
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característics i demostren acoblament excitació-contracció82, 85-88. A més, quan són 

trasplantades en models animals d’infart de miocardi, les cèl·lules mare embrionàries 

generen cardiòcits que repoblen significativament regions del miocardi disfuncional 

millorant-ne la seva contractibilitat i reduint la mortalitat.

Els cardiòcits derivats de cèl·lules mare embrionàries humanes han mostrat les 

mateixes característiques moleculars, estructurals, electrofisiològiques i contràctils que 

el miocardi embrionari86, 89-91. Els primers estudis in vivo amb cardiòcits derivats de 

cèl·lules mare embrionàries foren encoratjadors92-97. Les dades obtingudes 

demostraven la correcta diferenciació, integració física i electromecànica de l’empelt 

en el miocardi hoste en cors malalts d’animals immunodeprimits i, per altra banda, una 

disminució del remodelat postinfart, una millora de la revascularització a la zona 

infartada, la millora de la funció cardíaca i la no formació de teratomes. Tot i així, 

estudis recents sí han observat la formació de teratomes al cor contradient els primers 

estudis98, 99.

Per tant, per arribar a l’aplicació clínica en l’infart de miocardi de cardiòcits 

derivats de cèl·lules mare embrionàries s’hauran d’aconseguir un sèrie d’aspectes molt 

importants. El primer, desenvolupar protocols que permetin obtenir preparacions de 

cardiòcits funcionals a gran escala i de gran puresa. El segon, i molt important, serà 

que aquestes preparacions no generin cap tipus de teratoma ja que tendeixen a formar-

ne en estat indiferenciat. Murry i Laflamme, amb l’experiència obtinguda en el seus 

treballs amb cèl·lules mare embrionàries, suggereixen que una selecció genètica seria 

la millor manera d’aconseguir la puresa necessària100 i evitar així la formació de 

teratomes. El tercer escull a superar és el rebuig immunitari de l’empelt degut a que les 

cèl·lules mare embrionàries no es poden obtenir de l’individu adult (cèl·lules 

autòlogues) i, per tant, s’han d’aplicar de forma heteròloga. En aquest punt, l’obtenció 

de quatre línees de cèl·lules mare embrionàries úniques amb HLA-homozigots que no 

provocarien rebuig immunitari en gran part de la població n’és un avenç important101.

Per tot això, la utilització de cèl·lules mare embrionàries humanes amb finalitats per 

al desenvolupament de noves aproximacions terapèutiques ha estat i és objecte d’un 

gran debat social. A Espanya, l’any 2004 es va aprovar el Reial Decret 2132/2004 que 

permet l’ús per a recerca de cèl·lules mare embrionàries humanes obtingudes a partir 

de pre-embrions congelats sobrants dels processos de fecundació in vitro102. Més 

recentment, s’ha aprovat la “Lei de Investigación Biomédica” que, entre d’altres, 
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amplia els supòsits per investigar amb cèl·lules mare i n’autoritza la transferència 

nuclear103.

5.2. Cèl·lules mare adultes

Les cèl·lules mare adultes són cèl·lules indiferenciades amb capacitat de renovar-se 

a sí mateixes i que s’obtenen de l’individu post natal (després del desenvolupament 

embrionari). Aquestes cèl·lules participen en l’homeòstasi dels teixits i en la

regeneració (en general parcial) d’aquests quan hi ha un dany. Es coneixen els 

següents tipus de cèl·lules mare adultes en funció del seu origen:

5.2.1. Mioblasts (múscul esquelètic)

Després d’una lesió del múscul esquelètic, els mioblasts o cèl·lules satèl·lit entren 

en el cicle cel·lular mitòtic, es fusionen unes amb les altres amb les miofibril·les 

danyades  restaurant el teixit miocitari danyat104. Aquestes propietats de proliferació i 

diferenciació, com també la disponibilitat d’un origen autòleg, va fer pensar que 

aquestes cèl·lules mare podrien ser útils com a font per a la regeneració cardíaca.

Malgrat que la hipòtesi inicial de treball es basava en que els mioblasts empeltats es  

transdiferenciessin en cardiòcits, les evidències indiquen que aquestes cèl·lules 

continuen destinades a diferenciar-se cap a miotúbuls de múscul esquelètic73, 105, 106. 

Les cèl·lules de múscul esquelètic madures no expressen les proteïnes d’adhesió i de 

gap junction  necessàries per l’acoblament electromecànic entre les mateixes cèl·lules i 

amb les del miocardi de l’hoste107. Aquest fet, junt amb les dades fisiològiques 

disponibles suggereixen que aquests empelts no bateguen sincronitzadament amb la 

resta del cor108, 109. Malgrat aquests aparents desavantatges, estudis en petits i grans 

models animals han demostrat efectes beneficiosos dels empelts de mioblasts en la 

funció contràctil ventricular després d’un infart de miocardi75, 110-116. Part de la 

protecció obtinguda sembla resultat de la reducció de la dilatació ventricular116. No 

obstant això, les bases completes del mecanisme d’aquesta millora del funcionament 

es desconeixen actualment.

Tot i aquest desconeixement, els mioblasts van ser el primer tipus cel·lular utilitzat 

clínicament per a la regeneració cel·lular cardíaca117 degut a la seva eficàcia pre-
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Fig. 13. Mioblasts en cultiu.

clínica i al seu origen autòleg que evitava problemes 

ètic i immunogènics; la capacitat de ser amplificades 

in vitro (figura 13)118 obtenint fins a centenars de 

milions de cèl·lules a partir d’una petita biòpsia 

muscular i una relativament bona supervivència 

després de la implantació gràcies a la seva alta 

resistència a la isquèmia119. 

En estudis clínics en fase I, s’ha observat que és possible obtenir més d’un bilió de 

cèl·lules a partir d’uns grams de teixit muscular i que es poden implantar per cirurgia 

cardíaca o amb sistemes basats en catèters. Malgrat la correcta implantació i 

diferenciació, més de la meitat dels pacients inclosos en aquest estudi van requerir la 

implantació d’un desfibril·lador ja que experimentaven arítmies ventriculars malignes 

posteriors119, 120. 

5.2.2. Cèl·lules mare cardíaques (miocardi)

Fins fa 5 anys, el cor era un dels únics òrgans en el qual no s’havia identificat una 

població de cèl·lules progenitores. Els treballs de, principalment, 4 grups suggereixen 

ara que, com el cervell, el cor també disposa de poblacions de cèl·lules mare amb 

potencial cardiogènic.

L’any 2002, Hierlihy i col.121 van ser el primers en presentar l’evidència de 

l’existència d’una població de cèl·lules mare en el cor adult. En aquest estudi, van 

demostrar que el cor d’un ratolí post-natal contenia cèl·lules residents amb capacitat 

d’excloure el colorant Hoechst i sensibles al verapamil (≈1% del total de cèl·lules) i 

que aquestes cèl·lules podien formar colònies i diferenciar-se cap a cardiòcits quan 

eren cocultivades amb cardiòcits primaris.

Un any més tard, el grup d’Anversa i Nadal-Ginard122 van aïllar cèl·lules c-Kit+ del 

cor d’una rata adulta, les van expandir in vitro i després les van injectar en el cor d’una 

rata amb IAM. Van observar que, 10 dies després de la seva injecció, aquestes 

cèl·lules s’havien diferenciat cap cardiòcits, cèl·lules musculars llises i endoteli 

vascular, substituint gran part del teixit infartat. També van observar que aquestes 

cèl·lules, tot i que expressaven la miosina cardíaca, eren molt més petites (una desena 

part) que els cardiòcits i no presentaven ni un sarcòmer organitzat ni activitat 
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contràctil. Tot i així, la funció ventricular dels cors tractats va millorar 

significativament.

El mateix any, una tercera població progenitora va ser descrita per Oh i 

col·laboradors123. Aquests autors van aïllar cèl·lules que, a diferència de les descrites 

anteriorment, expressaven el marcador Sca-1. Aquestes cèl·lules quan es tractaven in 

vitro amb 5-azacitidina (un compost químic que activa l’expressió d’algunes proteïnes 

cardíaques en certs models cel·lulars89, 124-126) expressaven gens cardíacs com Nkx2.5, 

MHC, troponina I cardíaca i α-actinina sarcomèrica. Així mateix, van injectar per via 

intravenosa les cèl·lules Sca-1+ en ratolins que se’ls havia provocat un infart 6 dies 

abans. Després de dues setmanes, van trobar cèl·lules del donant que s’havien empeltat 

al cor de l’hoste i que expressaven troponina I i actina sarcomèrica. Mitjançant estudis 

de recombinació amb el sistema Cre-Lox, van poder determinar que aproximadament 

la meitat de les cèl·lules del donant empeltades al cor s’havien fusionat amb cardiòcits 

de l’hoste i que l’altre meitat s’havien diferenciat cap noves cèl·lules cardíaques.

Per últim, Cai i col·laboradors127 van identificar una quarta població de cèl·lules 

progenitores cardíaques que expressava el factor de transcripció Islet-1 (Isl-1). En els 

seus estudis, van demostrar que aquestes cèl·lules contribuïen en la segona etapa de 

formació de cardiòcits durant el desenvolupament embrionari, sobretot en el ventricle 

dret, l’aurícula i part del ventricle esquerre. Basant-se en aquest treball, Laugwitz i 

col·laboradors128 van demostrar l’existència de cèl·lules Isl-1+ en el cor adult, encara 

que en poca quantitat. Van aïllar aquestes cèl·lules, les van expandir in vitro mantenint 

el seu estat desdiferenciat però van veure que, si les cocultivaven amb cardiòcits 

aquestes es diferenciaven ràpidament cap a cardiòcits. 

En conclusió, el conjunt d’aquestes dades evidencia que el cor post-natal té una o 

diverses poblacions de cèl·lules progenitores residents que poden formar nous 

cardiòcits sota determinades condicions. El paper que tenen aquestes cèl·lules en 

l’homeòstasi del cor o en resposta a danys encara resta poc clar. Fins ara, totes 

aquestes poblacions de cèl·lules mare cardíaques es pensa que són diferents unes de les 

altres, per exemple, les cèl·lules Sca-1+ no expressen c-Kit i a la inversa, i les cèl·lules 

Isl-1+ no expressen ni c-Kit ni Sca-1. Sembla, doncs, que aquestes cèl·lules no 

responen de forma robusta davant d’un dany important com passa per exemple amb 

mioblasts del múscul esquelètic, i per tant, tampoc poden regenerar el cor després d’un 

IAM.
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5.2.3. Cèl·lules mare mononucleades (moll d’os)

El 1998, Ferrari i col·laboradors129 van demostrar que una població heteròloga de 

cèl·lules del moll de l’os i caracteritzades per ser cèl·lules mononucleades contribuïen 

a la regeneració del múscul esquelètic en ratolins. A partir d’aquell moment, molts 

grups es van posar a estudiar el potencial d’aquestes cèl·lules en el camp de la 

regeneració  miocàrdica. La primera evidència que va suggerir que aquesta possibilitat 

era factible va venir del grup de Bittner130 que va trasplantar moll d’os d’un ratolí 

mascle sa a femelles amb distròfia. Al cap de 70 dies, van trobar-se cèl·lules amb el 

cromosoma Y al nucli de cardiòcits en els cors dels ratolins femella. Un estudi 

posterior va demostrar la capacitat d’una població del moll de l’os, altament enriquida 

en cèl·lules mare hematopoètiques, de contribuir a la regeneració del miocardi després 

d’un infart131. 

Ara bé, l’any 2003 Alvarez-Dolado132 i col·laboradors van demostrar que cèl·lules 

derivades de moll d’os es fusionaven ocasionalment amb cardiòcits en absència de cap 

dany donant lloc a cèl·lules híbrides. Segons s’indicava, la freqüència de fusió era 

comparable a la freqüència de diferenciació cap a cardiòcits descrita en estudis de 

trasplantament en humans i ratolí. Això va fer pensar que la fusió era el principal 

mecanisme pel qual s’originaven aquestes cèl·lules. Posteriorment, altres grups com el 

d’Anversa, Field, Nygren o Balsam van intentar comprovar si es formaven cardiòcits a 

partir de les cèl·lules de moll d’os i van obtenir resultats contraposats. Mentre que 

Anversa i col·laboradors133 van demostrar que es formaven cardiòcits, tot i que amb 

morfologia diferent a la normal i sense sarcòmer i que es millorava la funció del cor 

després d’un infart, Balsam134, Murry135 i Nygren136 no observaren formació 

significativa de nous cardiòcits, tot i que en el cas de Nygren sí que van veure 

fenòmens de fusió a la zona del voltant de l’infart136.

De forma general, doncs, els resultats obtinguts semblen indicar que les cèl·lules 

mononucleades derivades del moll de l’os poden donar lloc a cardiòcits a través de 

mecanismes que inclouen, com a mínim, la fusió cel·lular. El significat fisiològic 

d’aquests esdeveniments de fusió encara no es coneix i faran falta més estudis. També 

serà necessària la demostració de si les cèl·lules derivades de moll d’os són capaces de 

regenerar el cor a gran escala.

Ara be, sí sembla demostrat de forma consistent que les cèl·lules mare derivades de 

moll d’os migren als llocs on hi ha dany, inflamació o isquèmia com en fractures 
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d’os137-139, isquèmia cerebral140 i al cor infartat141, 142. Això permet l’alliberació de 

forma local de factors que actuen de forma paracrina al teixit isquèmic que els envolta. 

Les mateixes cèl·lules mononucleades derivades de moll d’os també alliberen factors 

angiogènics com el VEGF, bFGF, IGF i angiopoïetines que potencien la resposta 

angiogènica local i, d’aquesta manera, la supervivència dels cardiòcits143, 144.

Paral·lelament a la investigació bàsica, s’han realitzat nombrosos estudis clínics que 

utilitzen el moll de l’os com a font cel·lular per a regenerar el cor. Les taules 2 i 3 en 

resumeixen els seus resultats. 

Taula 2. Proves clíniques amb injecció intracoronària de progenitors cel·lulars després 

d’un IAM.

Estudi N
Dies 

després 
del IAM

Tipus 
cel·lular

Preparació cel·lular 
(volum/purificació/cultiu)

Nº mitjà 
de cèl·lules 

(x106)
Seguretat

Funció 
ventricular

Strauer i 

col.145

10 + 10 

controls
8 CDMO 40ml/Ficoll/overnight 28 +

Contractibilitat 
regional

volum sistòlic
perfusió

TOPCARE-

AMI146-148
59 4,9

CPE 250 ml/sang/3 dies 16

+

Contractibilitat 
global

volum sistòlic
viabilitat

CDMO 50 ml/Ficoll/no 213
reserva de flux

resultats semblants 
per als 2 tipus cel.

BOOST149, 150
30 + 30 
controls 
aleatoris

4,8 CDMO
150 ml/sedimentació en 

gelatina-polisuccinat/no
2.460 +

Fracció d’ejecció 
(6 mesos)

=Fracció d’ejecció 
(18 mesos)

Fernández-

Avilés i col.151
20 13,5 CDMO 50 ml/Ficoll/overnight 78 +

Contractibilitat 
global

volum sistòlic

Janssens152 33 + 34 
controls

1 CDMO ?/Ficoll/no 300 + =

REPAIR-
AMI153

102 +102 
controls

4 CDMO 50 ml/Ficoll/no 240 +
Fracció d’ejecció 
àrea infart

ASTAMI154 47 + 50 
controls

4-7 CDMO 50 ml/Ficoll/no 87 + =

Meluzin i 
col.155

40 + 20 
controls

5-10 CDMO
100 o 150

ml/Ficoll/overnigth
100 + Fracció d’ejecció

 indica increment;  indica reducció; = indica sense canvis; + indica l’absència de reaccions adverses. CDMO, 
cèl·lules derivades de moll d’os; CPE, cèl·lules progenitores endotelials.
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Fruit d’aquests estudis s’ha observat una millora modesta d’un 7-9% de la fracció 

d’ejecció del ventricle esquerre (normal ≈ 60-70%), una reducció significativa dels 

volums tele-sistòlics i una millora de la perfusió a la zona infartada entre 4 i 6 mesos 

després del trasplantament de cèl·lules. Un altre element a destacar de l’ús de cèl·lules 

mare derivades de moll d’os per a la regeneració del miocardi després d’un IAM és 

que en els més de 3000 pacients estudiats, les complicacions no foren superiors a les 

del tractament convencional. El mateix es pot dir dels resultats de les proves clíniques 

amb cèl·lules derivades de moll d’os per tractar pacients amb ICC, on no es van 

observar complicacions superiors en els pacients tractats respecte els control, i on 

s’observà una millora molt lleu de la funció cardíaca dels pacients tractats (Taula 3).

En conclusió, aquests estudis demostren la seguretat de l’aplicació d’aquestes 

cèl·lules, però en cap cas s’ha aconseguit una millora de la supervivència o de la 

qualitat de vida del malalt evidenciant, com en els altres tipus cel·lulars descrits, que 

encara no s’ha trobat el tipus cel·lular idoni per a la regeneració del cor.

Taula 3. Proves clíniques amb injecció endocàrdica de cèl·lules derivades de moll d’os 

pel tractament de la insuficiència cardíaca crònica.

Estudi N
Tipus 

cel·lular
Preparació cel·lular 

(volum/purificació/cultiu)

Nº mitjà de 
cèl·lules 
(x106)

Seguretat Funció miocàrdica

Tse i col.156 8 CDMO 40 ml/Ficoll/no No mostrat +
Mobilitat i gruix de la 

paret
hipoperfusió

Fuchs i col.157 10 CDMO Filtrades/no 78,3 +
angina

estrés induït per la 
isquèmia

Perin i col.158, 

159 14 CDMO 50 ml/Ficoll/no 30 +

Contractibilitat global
volum sistòlic

defectes reversible de 
perfusió

capacitat d’exercici
Hendrikx i 

col.160
10 + 10 
controls

CDMO 40 ml/Ficoll/overnight 60,3 +
= Contractibilitat global 
contractibilitat regional

Mocini i 
col.161

17 + 18 
controls

CDMO 292 +
Fracció d’ejecció 

Mobilitat de la paret

 indica increment;  indica reducció; = indica sense canvis; + indica l’absència de reaccions adverses. CDMO, 

cèl·lules derivades de moll d’os.
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5.2.4. Cèl·lules progenitores endotelials (sang perifèrica)

Aïllades per primera vegada per Asahara162 l’any 1997, les cèl·lules progenitores 

endotelials es desenvolupen a partir de cèl·lules mare hematopoètiques i són 

alliberades a la circulació des del moll de l’os163. Poden ser aïllades a partir de la 

fracció leucocitària de la sang en circulació de diverses espècies animals adultes162, 164, 

165 i també d’éssers humans adults166, tot i que en petit nombre. Més recentment, 

també s’han aïllat de sang de cordó umbilical167 i de les pròpies parets dels vasos168. 

Les cèl·lules progenitores endotelials humanes es caracteritzen per l’expressió 

combinada entre d’altres, dels següents marcadors de superfície CD34, AC133 (o 

CD133) i el rVEGF-2162, 169, 170. Aquestes cèl·lules poden diferenciar-se en cèl·lules 

endotelials funcionals in vitro, i s’ha demostrat que són mobilitzades en diferents 

processos patològics com l’IAM163, la ICC171 i la miocardiopatia dilatada idiopàtica172, 

i que s’incorporen en llocs d’activa neovascularització146, 173, 174.

Per tant, la revascularització del miocardi isquèmic podria ser un dels beneficis 

funcionals del trasplantament de les cèl·lules progenitores endotelials. De fet, Kocher i 

col·laboradors175 van evidenciar que les cèl·lules progenitores endotelials humanes 

podien revascularitzar la cicatriu d’un infart de miocardi. Concretament, van aïllar 

cèl·lules progenitores endotelials de voluntaris humans i les van injectar per via venosa 

a rates atímiques dos dies després d’haver induït un infart de miocardi. Com a resultat, 

van observar que les cèl·lules humanes s’havien incorporat a la vasculatura de la regió 

infartada formant una circulació coronària quimèrica. Aquells animals que van rebre 

les cèl·lules van millorar la funció ventricular i es van detectar menys cardiòcits morint 

a la regió perinfart.

Posteriorment, s’han realitzat diversos estudis clínics utilitzant les cèl·lules 

progenitores endotelials en el tractament de l’IAM i la ICC146, 176-180. Tot i les diferents 

poblacions cel·lulars utilitzades i les diferents vies d’aplicació (intravenosa vs. 

intracardíaca) en tots els casos, excepte un180, es va demostrar que la teràpia era segura 

i produïa una millora en la contractibilitat global en els pacients tractats. A més, 

després d’un seguiment de 2 anys en l’estudi TOPCARE-AMI, es demostra clarament 

que la fracció d’ejecció es manté o augmenta respecte l’observada un any abans en els 

pacients tractats147, 181.

Tot i les prometedores aplicacions per a la regeneració de teixits, la limitada 

freqüència d’aquestes cèl·lules en l’organisme (i encara més en pacients amb factors 
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de risc cardiovascular182, 183), la baixa eficiència d’incorporació al cor (màxim un 

10%181), el deteriorament en les seves propietats funcionals amb l’edat o la diabetis, i 

la seva baixa capacitat d’expansió ex vivo constitueixen importants limitacions per al 

trasplantament autòleg per a la regeneració del miocardi post-infart170.

6. Cèl·lules mare mesenquimals

Les cèl·lules mare mesenquimals 

(MSC) són una població de cèl·lules 

aïllades originalment de l’estroma del 

moll de l’os, que és la regió no 

hematopoètica d’aquest teixit. Estudis de 

plaqueig indiquen que les MSC es troben 

presents en una freqüència molt baixa de 

menys d’una cèl·lula per cada 104 i 106

cèl·lules nucleades del moll de l’os184. És 

a dir, uns 10 cops menys abundants que les cèl·lules mare hematopoètiques però amb 

l’avantatge que es poden expandir in vitro (figura 14), tot i mostrar una velocitat de 

creixement relativament baixa185. En els darrers anys també s’han aïllat cèl·lules amb 

una morfologia i característiques similars a les MSC a partir d’altres teixits com sang 

perifèrica186, teixit adipós187, pell188, os trabecular189, pàncrees exocrí190 i polpa 

dentària191. De fet, recentment, un estudi realitzat en ratolins ha demostrat que les 

MSC resideixen virtualment en tots els òrgans i teixits192.

Els primers grups que van aïllar MSC humanes ho van aconseguir a final dels anys 

80 a partir de petits aspirats de moll d’os, i la primera evidència clara a la literatura és 

de Caplan al 1991193. Aquest autor va demostrar que representen una població de 

cèl·lules multipotents amb capacitat de diferenciació cap a osteoblasts i condròcits. 

Més endavant, va ser Pittenger qui va expandir, caracteritzar fenotípicament i induir in 

vitro la diferenciació de les MSC en osteoblasts, condròcits i adipòcits194.

Així, les MSC exhibeixen unes propietats úniques que han permès trencar amb el 

dogma que considerava que les cèl·lules mare derivades d’un teixit adult només poden 

produir llinatges característics del teixit en el que resideixen. Concretament, s’han 

descrit dues subpoblacions de MSC pluripotencials denominades MAPC (Multipotent 

Fig. 14. Imatge de cèl·lules mare mesenquimals en 
cultiu captades amb el microscopi de contrast de fases.
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Adult progenitor Cells) i MIAMI (Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible), 

ambdues amb capacitat per diferenciar-se en tipus cel·lulars derivats de teixits de les 

tres capes embrionàries195-197. Aquest fenomen s’ha anomenat transdiferenciació.

A les MSC els hi manquen característiques específiques de teixit però sota les 

condicions apropiades es diferencien cap a cèl·lules especialitzades amb un fenotip 

diferent del precursor del qual provenen. S’especula que, en l’organisme adult, 

aquestes cèl·lules mare podrien ser reservoris de cèl·lules reparadores a punt per ser 

mobilitzades i diferenciades en resposta a múltiples situacions fisiopatològiques. Tot i 

així es desconeix encara el seu nivell de proliferació in vivo.

En el camp de la regeneració cardíaca, les MSC són, a priori, un bon tipus cel·lular 

a estudiar donat que, com el cor, aquestes deriven també del mesoderm.  Els resultats 

publicats fins ara de l’ús de MSC en el tractament de l’infart de miocardi són 

prometedors. En models animals d’infart de miocardi, Shake i col198 van demostrar 

que després d’injectar MSC al miocardi infartat, les cèl·lules empeltades van 

diferenciar-se cap a llinatge miogènic com s’evidenciava per l’expressió de α-actinina, 

troponina-T, tropomiosina i β-MHC entre d’altres. A més, la presència de connexina-

43, proteïna responsable de la connexió intracel·lular i l’acoblament elèctric en les 

cèl·lules cardíaques, suggeria una notable diferenciació cardiogènica. Tot i així, no es 

va observar que les MSC mostressin l’organització d’un sarcòmer madur, fet que sí 

que s’havia evidenciat quan les cèl·lules eren injectades en un miocardi sa199. No 

obstant això, tot i sense una completa diferenciació cap a cardiòcits en el teixit infartat, 

la regeneració cardíaca promoguda per les MSC ha estat associada amb un gran 

nombre de millores funcionals del cor post-infart. El mateix Shake va descriure que els 

empelts de MSC prevenien l’aprimament patològic de la paret del miocardi en un 30% 

al cap de 12 setmanes i milloraven l’hemodinàmica del cor després de l’infart198. 

També va observar una disminució significativa de la pressió tele-diastòlica (≈ 50% 

als 6 mesos) en els animals tractats, fet que suggeria una millora en la relaxació i 

reducció de l’estrès de la paret del ventricle probablement atribuïble a un remodelat

ventricular favorable200. El conjunt d’aquests resultats suggereix que la implantació de 

MSC al miocardi danyat resulta en un ventricle menys rígid i millora les propietats de 

la funció diastòlica del ventricle.

Donat que el manteniment de la funció cardíaca depèn críticament d’un bon aport 

de sang, per restaurar la funció cardíaca després d’un IAM, serà cabdal la 
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revascularització de la regió infartada. Diversos treballs han demostrat que MSC 

injectades després d’un infart de miocardi milloren la vascularització del teixit danyat i 

que poden diferenciar-se en cèl·lules endotelials201. Aquesta contribució vindria 

afavorida per la secreció per part de les MSC d’una gran varietat de citoquines com el 

VEGF, el FGF o el TGF- entre d’altres, promotors de processos de 

neoangiogènesi202, 203.

Una altra característica important de les MSC és que tenen un fenotip de la 

superfície cel·lular que és molt poc immunogènic194, 204, 205. S’ha demostrat que els 

empelts de MSC al·logèniques es mantenen en diferents teixits durant llargs períodes 

sense immunosuprimir els animals model206, 207. Concretament, estudis realitzats pel 

grup de Pittenger, en rates i porcs no immunodeprimits han demostrat que les MSC 

al·logèniques s’implanten a la regió infartada del miocardi i milloren la funció 

cardíaca sense evidències de rebuig immunològic o infiltració limfocitària208. Si això 

es comprovés en l’ésser humà, s’obriria la possibilitat d’utilitzar MSC al·logèniques 

immediatament després de l’IAM, fet que esdevindria una avantatge clínic sobre l’ús 

de cèl·lules autòlogues.

En resum, l’ús potencial de les MSC per reparar el teixit cardiovascular danyat és 

molt prometedor si fem cas als resultats de molts laboratoris. Però la majoria dels 

estudis que s’han discutit, s’han realitzat en el model animal murí o porcí. En relació 

als primers assaigs clínics basats en l’ús de MSC, Chen i col.209 van injectar 18 dies 

post-IAM al voltant de 1011 cèl·lules per via intracoronària i observaren una millora 

significativa de la funció cardíaca en els 6 mesos de seguiment. En un estudi posterior, 

es va observar una millora significativa en la fracció d’ejecció als 3 mesos en pacients 

amb ICC als quals s’havia injectat 5 milions de MSC per via intracoronària210. El 

desembre de 2005 va iniciar-se a Dinamarca un assaig clínic en fase I/II per avaluar la 

seguretat i els efectes clínics de MSC autòlogues cultivades ex vivo injectades 

intramiocàrdicament en 46 pacients amb isquèmia miocàrdica crònica severa. Aquest 

assaig acabarà el novembre de 2009 i s’espera que aporti noves dades sobre la utilitat 

de les MSC en la teràpia cel·lular aplicada a la regeneració del cor. Per altra banda, 

diverses empreses biotecnològiques han apostat per desenvolupar teràpies basades en 

el trasplantament de MSC. Un exemple d’aquesta aposta és el de l’empresa Osiris 

Therapeutics que disposa de 3 productes en fase clínica basats en l’ús de les MSC, un 
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dels quals, encara en fase clínica I, amb l’objectiu de tractar el miocardi després d’un 

IAM.

En resum, es comença a disposar d’informació de les MSC humanes amb resultats 

interessants però aquesta encara és limitada i insuficient per assegurar definitivament 

que són les cèl·lules òptimes per a la cardiomioplàstia cel·lular. Per altra banda, i com 

veurem a continuació, s’han identificat altres fonts de MSC alternatives al moll de 

l’os, de les quals una de les més atractives i prometedores és el teixit adipós.

6.1. Cèl·lules mare derivades de teixit adipós

El teixit adipós ha estat considerat durant molt temps un teixit poc actiu que 

creixia de manera indesitjada. Aquest era estudiat per la seva implicació en el 

metabolisme energètic i en desordres com la diabetis i l’obesitat211. Més recentment, 

però, s’ha vist que les seves funcions endocrines juguen un paper clau en moltes 

situacions fisiològiques com la inflamació i la immunitat212. 

El teixit adipós és un teixit d’origen mesenquimal, molt complex i format per 

adipòcits madurs, preadipòcits, fibroblasts, cèl·lules musculars llises de la 

vasculatura, cèl·lules endotelials, monòcits/macròfags residents213, 214 i limfòcits215.

Les cèl·lules de la fracció estromal-vascular del teixit adipós, és a dir, les cèl·lules 

no-adipocítiques del teixit adipós216, cada vegada són més protagonistes de l’escena 

de la recerca amb cèl·lules mare211, 217 perquè aquest compartiment conté una font 

rica de cèl·lules pluripotents, les cèl·lules progenitores del teixit adipós o de 

l’acrònim en anglès ATPC (Adipose Tissue Progenitor Cells)187, 218.

Fins ara, les ATPC s’han obtingut a partir de greix subcutani. No tots els tipus de 

greix, però, contenen el mateix tipus de cèl·lules. Com a mínim en el model murí, hi 

ha una creixent evidència de què tan la composició cel·lular com la capacitat de 

diferenciació de les ATPC varien en funció de la localització del teixit adipós217. En 

humans, encara no hi ha prou dades que suportin aquesta observació. No obstant

això, degut a que les diferents localitzacions dels teixits grassos tenen les seves 

pròpies característiques metabòliques, activitat lipolítica, composició d’àcids grassos 

i perfil d’expressió gènica, la font de teixit adipós (subcutani abdominal, subcutani 
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perifèric o visceral) podria tenir una gran influència en les característiques de les 

ATPC.

6.1.1. ATPC derivades de greix subcutani

Les ATPC derivades de teixit adipós subcutani 

(subATPC) han emergit com un nou i prometedor 

tipus de cèl·lula mare amb tres propietats 

avantatjoses enfront dels anteriorment esmentats. 

La primera és la facilitat i la gran quantitat en la que 

es pot obtenir el teixit adipós en l’ésser humà adult 

mitjançant una tècnica quirúrgica mínimament 

invasiva: la liposucció (figura 15). La segona és la 

facilitat amb la que les subATPC poden ser aïllades 

d’aquest teixit mitjançant digestió enzimàtica187, 219, 220 i, per últim, la seva major 

velocitat de creixement in vitro. Això ha provocat que aquesta font de MSC 

esdevingui molt atractiva per als investigadors. Anàlisis comparatius entre les 

propietats de les MSC obtingudes de moll d’os i teixit adipós han demostrat que 

ambdós tipus cel·lulars no presenten diferències morfològiques, d’immunofenotip, 

d’èxit d’aïllament, patró d’expressió de marcadors de superfície, capacitat de 

diferenciació i menys d’un 1% de diferència en relació al patró d’expressió gènic184, 

218, 221, 222.

En relació a la seva pluripotencialitat, les subATPC mostren capacitat de 

diferenciació cap a os, cartílag, tendons, múscul esquelètic i greix187, 220, 221, 223. La 

diferenciació cardiomiogènica de les subATPC també s’ha demostrat basant-se en la 

seva morfologia, l’expressió de determinades proteïnes cardíaques i el batec 

espontani després de l’exposició a la 5-aza126 o a extractes de cardiòcits de rata224. 

Un dels resultats més significatius però, és la demostració de què algunes de les 

ATPC obtingudes a partir de mostres de greix bru, poden diferenciar-se 

espontàniament vers cardiòcits225, fet que fins ara, semblava reservat exclusivament a 

les cèl·lules mare embrionàries. Sembla clar però, que aquestes cèl·lules eren força 

diferents de les subATPC ja que aquestes últimes no ho fan espontàniament i 

necessiten ser tractades.

Fig. 15. Imatge d’un cirurgià 
realitzant una liposucció a l’abdomen.
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Es disposa d’un nombre limitat d’estudis que hagin explorat l’ús, el comportament 

i l’efecte de les subATPC in vivo en models d’infart de miocardi. Kratz i col.226 van 

demostrar que el trasplantament de subATPC millorava l’estructura i la funció 

cardíaca en un model murí d’infart agut amb reperfusió. No obstant això, les cèl·lules 

injertades no van mostrar ni una morfologia ni l’expressió de proteïnes 

característiques d’un cardiòcit. De la mateixa manera, Mazo i col.227 van observar 

una millora funcional, augment de l’angiogènesi i reducció de la fibrosi en injectar 

subATPC en un model d’infart crònic en rata però no van detectar cèl·lules a les 4 

setmanes postinjecció. Miyahara i col.228 van reportar una aplicació innovadora de 

les subATPC trasplantant-les com una matriu monocapa sobre el cor de rates 4 

setmanes després d’induir l’infart. L’anàlisi histològic posterior va demostrar que la 

monocapa de subATPC va créixer i engruixir sobre la regió de múscul infartat 

incloent la formació de nous vasos i d’alguns cardiòcits.

Les subATPC també poden diferenciar-se cap a cèl·lules endotelials in vitro229, 230

i in vivo229, 230 i a més contribuir addicionalment a través de senyals paracrines. Les 

subATPC secreten multitud de factors proangiogènics i antiapoptòtics tals com el 

VEGF, el HGF o el TGF-β que podrien afavorir l’angiogènesi o conferir una certa 

protecció cardiovascular231.

6.1.2. Greix epicàrdic

El teixit adipós epicàrdic és un greix visceral toràcic que envolta aproximadament 

el 80% de la superfície del cor232 i constitueix al voltant d’un 20% del pes de la 

massa ventricular232-234. Malgrat no ha estat tan estudiat com el greix subcutani o el 

greix visceral abdominal235, es coneix que té el mateix origen que el greix mesentèric 

i el de l’oment o epipló, formant-se a partir del mesoderm esplagnopléuric associat a 

l’intestí236. Anatòmicament es troba localitzat sobre la base del cor, la superfície de 

les artèries coronàries, a la base dels grans vasos i sobre el ventricle dret i l’àpex237. 

Per altra banda, el ventricle dret té de 3 a 4 vegades més de greix epicàrdic235.

El greix epicàrdic presenta característiques diferencials que inclouen entre 

d’altres, adipòcits de mida més petita, diferent composició d’àcids grassos, un 

contingut proteic més elevat i nivells més baixos de consum de glucosa que d’altres 

greixos viscerals238. S’hipotetitza que, com els altres greixos blancs, el greix 
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epicàrdic podria participar activament en l’emmagatzematge de lípids, la secreció 

d’hormones, citoquines i quemoquines239. 

Al greix epicàrdic però, se li atribueixen moltes altres funcions. La proximitat 

anatòmica entre el teixit gras epicàrdic i el miocardi suggereix que podrien existir 

interaccions locals entre ambdós teixits. En condicions fisiològiques, el greix 

epicàrdic podria participar en l’homeòstasi dels àcids grassos de la microcirculació 

coronària actuant com un sistema tampó gràcies a les 2 vegades més de lipòlisi i 

lipogènesi observades240, 241. De la mateixa manera, donat que el cor i el greix 

epicàrdic comparteixen el mateix aport de sang, i gràcies a l’alta capacitat de 

captació d’àcids grassos del greix epicàrdic241, aquest podria protegir dels nivells 

excessivament alts que interfereixen en la generació i propagació del cicle contràctil 

al cor i que causen arítmies ventriculars i alteracions en la repolarització242-244. Per 

altra banda, la seva gran activitat lipolítica suggereix que podria servir com a font 

local d’energia en moments d’alta demanda, especialment en condicions 

isquèmiques241. El greix epicàrdic podria secretar també productes vasoactius que 

poden regular el to coronari arterial, per exemple l’adipocyte-derived relaxing factor, 

una proteïna vasodilatadora recentment aïllada del greix periadventici arterial 

mesentèric i aòrtic245, 246. Per últim, la recent demostració de la interacció entre el 

teixit adipós i el múscul esquelètic, on els factors secretats per els adipòcits poden 

influenciar en el metabolisme del múscul247, fa pensar que el greix epicàrdic podria 

afectar de forma similar al múscul cardíac provocant una alteració en la 

contractibilitat cardíaca235. Les característiques del greix epicàrdic, juntament amb 

les dels adipòcits de produir un ventall de citoquines que afecten a la vasculatura248, 

249 i el contacte directe entre el greix i l’adventícia de les artèries coronàries sense 

capa fibrosa que impedeixi la difusió de les adipoquines i els àcids grassos, suggereix 

que el greix epicàrdic podria jugar un rol important en la gènesi i progressió de les 

malalties cardiovasculars235.

En resum, el greix epicàrdic és un teixit poc estudiat fins ara, però el seu contacte 

directe amb el cor i les evidents interaccions amb aquest, fan pensar que podria 

contenir una població de cèl·lules mesenquimals amb unes característiques úniques 

que podrien ser molt útils en el camp de la regeneració cardíaca.



HIPÒTESI I OBJECTIUS

Calvin i Hobbes de Bill Watterson
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Hipòtesi:

Les cèl·lules mare mesenquimals humanes tenen la capacitat de regenerar el teixit 

miocàrdic danyat, de manera parcial o completa, després d’un infart agut de miocardi.

Objectius:

- Principal:

Identificar el tipus de cèl·lula mare mesenquimal adulta òptim per a la 

regeneració de la cicatriu que s’origina després d’un infart agut de miocardi.

- Específics:

1. Aïllar i caracteritzar in vitro les cèl·lules mare adultes derivades de moll d’os,

greix subcutani i epicàrdic.

1.1. Caracterització del patró immunofenotípic.

1.2. Determinació del temps de duplicació.

1.3. Estudi de l’expressió basal de marcadors cardíacs a nivell gènic i proteic.

1.4. Anàlisi de la pluripotencialitat cap a llinatge adipogènic i osteogènic.

2. Estudiar la diferenciació cap a cardiòcits mitjançant estímuls físics, químics i

biològics.

3. Estudiar la diferenciació cap a cèl·lula endotelial del tipus cel·lular escollit als 

objectius 1 i 2.

4. Estudi de l’efecte del trasplantament del tipus cel·lular escollit als objectius 1 i 

2 en un model animal d’infart agut de miocardi.

4.1. Anàlisi morfomètrica.

4.2. Anàlisi de la funció cardíaca.

4.3. Determinació de la densitat vascular del teixit miocàrdic.

4.4. Detecció de les cèl·lules implantades en el miocardi i anàlisi del seu grau 

de diferenciació cardiogènica i endotelial.



MATERIALS I MÈTODES

“La teoria és assassinada, tard o d’hora, per l’experiència”

Albert Einstein  
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EXPERIMENTACIÓ IN VITRO

1. Aïllament i cultiu cel·lular

1.1. Cèl·lules mare mesenquimals derivades de moll d’os

Les mostres de moll d’os de l’estern s’han obtingut de malalts que havien de 

ser sotmesos a cirurgia cardíaca a l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de 

Barcelona. En tots els casos, sempre s’ha demanat prèviament el consentiment 

informat al pacient.

Les cèl·lules es van obtenir seguint el següent protocol descrit prèviament250 i 

amb més detall a continuació:

1. Aspirar la mostra de moll d’os d’estern amb una xeringa hipodèrmica de 14G 

de pas carregada amb 6000 U d’heparina.

2. Afegir tampó PBS suplementat amb 2% BSA (Sigma), 0,6% citrat sòdic i 1% 

penicil·lina-estreptomicina (P/S)(Gibco) fins un volum màxim de 35 ml, 

intentant disgregar els fragments més sòlids de moll d’os.

3. Dur a terme un gradient de densitat afegint la dilució cel·lular final sobre 15 

ml de Lymphoprep (1,077 g/ml).

4. Centrifugar a 2500 rpm 20 min a 20ºC.

5. Recuperar la interfase rica en cèl·lules mononucleades i rentar amb tampó 

PBS suplementat amb 2% BSA, 0,6% citrat sòdic i 1% P/S (Gibco).

6. Centrifugar a 1200 rpm 10 min a Tª ambient.

7. Finalment, resuspendre cèl·lules directament en 1 ml de medi de cultiu 

complet corresponent a -MEM (medi mínim essencial d’alfa; Gibco) 

suplementat amb 10% (V/V) sèrum fetal boví (FBS; Gibco) inactivat per 

calor i 1% P/S.

8. Determinar la concentració i viabilitat de les cèl·lules aïllades segons el 

mètode d’exclusió amb blau de tripà.
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Un cop s’han contat les cèl·lules mononucleades obtingudes, se sembren a una 

densitat de 106 cèl·lules viables/cm2 en medi -MEM + 10% FBS + 1% P/S i es 

cultiven entre 3 i 7 dies. Aquest període serveix per seleccionar les MSC ja que 

aquestes s’adhereixen al fons del flascó de cultiu mentre que la resta de tipus 

cel·lulars presents es mantenen en suspensió. Passat aquest temps es retira el medi 

de cultiu i es renta el flascó 2 cops amb PBS per eliminar les cèl·lules que puguin 

quedar en suspensió. Tot seguit s’afegeix medi de cultiu -MEM + 10% FBS + 

1% P/S i s’estableix el cultiu primari.

1.2. Cèl·lules derivades de teixit adipós

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)

situat 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 col251:

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

teixit.

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

contaminació amb cèl·lules endotelials.

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

0,05% de col·lagenasa II (5 mg col·lagenasa / 10 ml -MEM). Cada 10 min 

s’ajudarà a disgregar mecànicament pipetejant amb una pipeta de 25 ml.

4. Afegir 20 ml de medi -MEM + 10% FBS + 1% P/S (medi complet) per 

inactivar la col·lagenasa.

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

6. Eliminar el sobrenedant i resuspendre el botó amb 10 ml de medi complet.

7. Sembrar en un flascó de 25 cm2 i cultivar a 37ºC en atmosfera al 5% CO2.

8. 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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1.3. Cultiu cel·lular

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 un concentració, determinada com a òptima, de 1000 

cèl·lules viables/cm2 en medi fresc. El medi fresc proporciona de nou a les 

cèl·lules tots aquells nutrients que s’estaven exhaurint (glucosa, glutamina, altres 

aminoàcids, vitamines,...) i s’eliminen tots aquells subproductes cel·lulars que 

poden tenir un efecte tòxic per a la cèl·lula (amoni i lactat, per exemple). 

Aquests cultius permeten disposar sempre d’un estoc de cèl·lules mare 

mesenquimals derivades de moll d’os (MSC) i cèl·lules mare derivades de teixit 

adipós subcutani (subATPC) i epicàrdic (epiATPC) a partir del qual es poden fer 

créixer els inòculs per dur a terme els diferents experiments.

Medi de cultiu

El medi base que s’utilitza pel cultiu dels diferents tipus de cèl·lules humanes 

utilitzades en aquesta tesi és l’α-MEM de Gibco. Aquest medi comercial conté les 

sals inorgàniques, aminoàcids i vitamines imprescindibles pel creixement de les 

cèl·lules. La seva formulació exacta es troba detallada a la següent pàgina web:  

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Product-Technical-

Resources/media_formulation.109.html

La presència de NaHCO3 al medi permet mantenir el pH d’aquest a un valor 

inicial de 7,1 que és l’òptim requerit pel cultiu de cèl·lules. El control de pH es 

porta a terme mitjançant el tampó CO2-NaHCO3 que requereix la presència d’una 

atmosfera de 5-10% de CO2 al cultiu en un incubador de CO2. 

És necessari complementar el medi base amb els components següents 

(quantitats per 500 ml de medi) per obtenir el medi complet (medi estàndard):

FBS (Gibco) 50 ml

Penicil·lina/Estreptomicina 100X (Gibco) 5 ml

Taula 1. Suplements per al medi α-MEM.
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2. Assaig de clonogenicitat

L’assaig de clonogenicitat o de formació de colònies és un assaig in vitro basat en 

l’habilitat d’una sola cèl·lula de créixer i formar una colònia252. El protocol està basat, 

amb petites modificacions, a l’anteriorment descrit253, 254 que consisteix en deixar 

créixer cèl·lules individuals (clons) a l’interior dels cilindres de clonatge.

1. Sembrar les cèl·lules a una densitat inicial de 400 cèl·lules en una placa de petri 

de 100 cm2.

2. A les 24h localitzar clons individuals i marcar-los de manera que puguin ser 

localitzats a ull nu.

3. Retirar el medi de cultiu.

4. Ràpidament, posar els cilindres de clonatge d’un centímetre de diàmetre (Sigma; 

ref. C2059) als quals prèviament haurem aplicat grassa de silicona estèril 

(Sigma; ref. Z273554) per què esdevinguin estancs, envoltant cada un dels clons.

5. Afegir tant ràpid com es pugui, per evitar que s’assequin les cèl·lules, 200 µl de 

medi de clonatge (α-MEM + 20% FBS + 1% P/S).

6. Cultivar a 37ºC en atmosfera al 5% CO2.

7. Canviar el medi cada 48h i observar al microscopi per seguir-ne l’evolució.

3. Anàlisi d’expressió gènica

3.1. RT-PCR a temps real

Aïllament de l’RNA total de mostres de teixit i cèl·lules:

L’aïllament de l’RNA total, tant de cèl·lules com dels teixits, es va dur a terme

amb el RNeasy Plus Micro Kit (QIAGEN) seguint el protocol del fabricant 

(http://www1.qiagen.com/HB/RNeasyPlusMicroKit_EN).

L’RNA obtingut va ser quantificat amb l’espectrofotòmetre GeneQuant Pro 

(Biochrom Ltd.).
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Retrotranscripció:

La reacció de retrotranscripció per obtenir el cDNA es va dur a terme a partir 

de 2 µg de l’RNA obtingut amb l’IScript One-Step RT_PCR kit (Bio-Rad) seguint 

el protocol del fabricant i amb els volums següents:

 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 (o Ta ambient) (anellament d’hexàmers)

- 10 min a 50ºC (síntesi de cDNA)

- 5 min a 95ºC (inactivació de la transcriptasa reversa)

PCR a temps real:

Les amplificacions es van dur a terme amb 2 µl de cDNA i en un volum final 

de 50 µl que contenia:

- 21 µl H2O estèril

- 25 µl TaqMan 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

- 2 µl cDNA (directe o dilució corresponent)*

- 2 µl sonda (cebadors)**

*Banc de dilucions de cDNA utilitzat per quantificar pel mètode de la corba 

estàndard (6 punts):

 1 (directe), 1/2, 1/5, 1/10, 1/50 i 1/100.
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**Totes les sondes utilitzades estaven marcades amb FAM i van ser adquirides 

a Applied Biosystems:

- Gens d’expressió constitutiva: 

- gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa (GAPDH) (Hs99999905_ml)

- 18s (Hs99999901_s1)

- Gens cardíacs:

- 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)

- islet-1 (Hs00158126_m1)

- Gens endotelials:

- 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)

- CXCR-4 (Hs00237052_m1)

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 com a 
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referència endògena quan l’RNA provenia de cèl·lules en cultiu i el gen 18s quan 

l’RNA provenia de teixit. Les comparacions pel que fa als nivells d’expressió 

relativa entre diferents mostres es van fer amb el mètode 2-ΔΔCt descrit per Livak i 

col.255.

4. Anàlisi d’expressió proteica

4.1. Citometria de flux

Per analitzar el fenotip de les diferents cèl·lules mesenquimals s’utilitzà la 

tècnica de citometria de flux. El citòmetre de flux és un aparell que ens permet 

identificar cèl·lula a cèl·lula la presència o absència d’una determinada proteïna 

prèviament marcada amb un anticòs unit a una molècula fluorescent.

Es van estudiar un conjunt de marcadors o proteïnes de superfície. Els 

marcadors de superfície (sovint abreviats com CD, de cluster of differentiation) 

són proteïnes de membrana amb un domini extracel·lular, l’expressió o absència 

de les quals permet identificar un determinat estat o tipus cel·lular.

Els anticossos utilitzats, volums i isotip es troben resumits a la taula 2:

Antigen Marcatge Isotip Volum Casa comercial Referència

CD105 FITC IgG1 10 l Ab/106 cels. en 100 l Serotec MCA 1557F

CD117 PE IgG1  10 l Ab/ 100 l BD Pharmingen 555714

CD106 FITC IgG1 20 l Ab/106 cels. en 100 l BD Pharmingen 551146

CD34 PE IgG1 20 l /100 l BD 345802

CD44 FITC IgG2b  20 l Ab/106 cels. en 100 l BD Pharmingen 555478

CD45 FITC IgG1 20 l Ab /100 l BD 345808

CD14 FITC IgG2b 20 l Ab/100 l BD 345784

CD29 PE IgG2a  20 l Ab/106 cels. en 100 l BD Pharmingen 556049

CD166 PE IgG1  20 l Ab/106 cels. en 100 l BD Pharmingen 559263

CD90 PE IgG1 10 l Ab/ 100 l BD Pharmingen 555596

Taula 2. Anticossos utilitzats per la determinació fenotípica de les cèl·lules per citometria de flux.
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El protocol seguit va ser el següent:

1. Posar 100 l de la suspensió cel·lular que conté entre 1-3·105 cèl·lules viables 

en tubs de propilè de fons rodó de 4 ml per a Coulter EPICS XL i rentar amb 

2 ml de PBS-BSA (1% BSA (Sigma), 0.1% Azida (Sigma)). Totes les 

incubacions es realitzen en aquests tubs de fons rodó per optimitzar el 

contacte entre les cèl·lules i els anticossos.

2. Centrifugar 5 min a 1300 rpm a Tª ambient, decantar el sobrenedant i raspar 

els tubs sobre una gradeta per tal de disgregar les cèl·lules. 

3. Resuspendre les cèl·lules en 100 l de PBS-BSA per tal de realitzar la reacció 

immunològica.

4. Afegir entre 10 i 20 l d’anticòs o control isotípic marcats amb fluorocroms i 

incubar 30 min a Tª ambient i protegit de la llum. Agitar lleugerament els tubs 

cada 10 min aproximadament. Veure taula 2 per determinar la quantitat 

d’anticòs a afegir.

5. Afegir 2 ml de PBS-BSA i passar pel vòrtex suaument.

6. Centrifugar 5 min a 1300 rpm, resuspendre en 400 l de PBS-BSA.

7. Analitzar al més aviat possible (màxim 1h) amb el citòmetre (Coulter EPICS 

XL) utilitzant el protocol corresponent per cada parella de marcadors. 

S’analitzaran unes 10.000 cèl·lules viables per cada marcador.

4.2. Western-blot

4.2.1. Obtenció d’extractes proteics a partir d’un cultiu cel·lular

4.2.1.1. Proteïna total

Per dur a terme western-blot, primer, és necessari fer una extracció total de 

les proteïnes cel·lulars. Per extreure el contingut proteic total de cèl·lules en 

cultiu s’ha utilitzat el protocol següent:

1. Treure el medi de cultiu del flascó i rentar 3 vegades amb tampó PBS. A 

partir d’aquest punt es treballarà en fred (sobre gel).
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2. Afegir el tampó de lisi (20mM HEPES, pH 7,5, 150mM NaCl, 1mM 

EDTA, 10% glicerol i 1% Tritó X-100) suplementat amb un còctel 

d’inhibidors de proteases (1mM PMSF, 1μg/ml leupeptina i 1μg/ml 

aprotinina). La quantitat de tampó de lisi a afegir dependrà de la quantitat 

de cèl·lules que es tingui. Preferiblement és millor que la mostra final 

estigui concentrada i si cal es pot diluir. 

3. Rascar les cèl·lules amb un raspador i passar el volum recuperat en un 

eppendorf.

4. Deixar 30 min en gel i centrifugar a la microcentrífuga a 13.000 rpm a 4ºC 

durant 20-30 min.

5. Guardar les mostres a –80ºC o quantificar la concentració de proteïna.

4.2.1.2. Proteïnes nuclears

1. Tripsinitzar un mínim d’1,5 x 106 cèl·lules.

2. Rentar les cèl·lules amb PBS 3 vegades i posar-les en un tub eppendorf.

3. Centrifugar 10 min a 4000 rpm.

4. Resuspendre les cèl·lules en 100 µl de solució A freda.

Solució A:

- 10 mM HEPES, pH 7,9

- 1 mM EDTA

- 1 mM EGTA

- 10 mM KCl

5. Afegir 1 mM DTT, 1 mM PMSF i el còctel d’inhibidors de proteases 

(descrit a 4.2.1.1).

6. Homogeneïtzar 15 min.

7. Deixar 10 min en gel.

8. Afegir NP-40 a 0,5%.

9. Vortexar 15”.

10. Centrifugar a 8000 rpm durant 15 min a 4ºC. Els pèl·lets són la fracció 

nuclear, el sobrenedant la part citosòlica.
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11. Retirar el sobrenedant i si es vol conservar afegir-hi 0,2 ml de glicerol i 

conservar a -80ºC.

12. Resuspendre el pèl·let amb 50 µl de solució A + 20% glicerol + 0,4 M 

KCl.

13. Agitar suaument durant 30 min a 4ºC.

14. Fer un spin i emmagatzemar a -80ºC.

4.2.2. Obtenció d’extractes proteics totals a partir de mostres de teixit

1. Pesar el teixit sense que arribi a descongelar-se i afegir el tampó de lisi fred 

complementat amb el mateix còctel d’inhibidors de proteases de l’apartat 

anterior, segons la relació següent: 2 ml tampó de lisi per gram de teixit.

2. Homogeneïtzar la mostra, tallant primer, el màxim possible, amb el bisturí 

sobre un suport fred.

3. Tornar a col·locar els fragments a l’eppendorf amb el tampó de lisi i acabar 

d’homogeneïtzar amb la mà de morter motoritzada (pellet pestle, Fisher 

Scientific), sempre amb l’eppendorf en gel perquè no s’escalfi. Fer-ho ben a 

pop a poc per què no vessi i perquè el tampó de lisi vagi actuant.

4. Deixar en gel 15-30 min per acabar de lisar.

5. Centrifugar en la microcentrífuga a 13.200 rpm (màxima velocitat) durant 30 

min a 4ºC.

6. Recuperar el sobrenedant (on tenim les proteïnes dissoltes) i guardar-lo 

congelat a -80ºC fins que es determini la concentració de proteïna total. Es 

pot guardar el pèl·let per si es vol realitzar un altre tipus d’assaig, com per 

exemple RT-PCR.

7. Si hi ha molt pèl·let, es pot afegir més tampó de treball, resuspendre i tornar a 

centrifugar en les mateixes condicions anteriors, tot i que, per norma general, 

no es recupera molta més quantitat de proteïna.
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4.2.3. Quantificació de proteïna total d’una mostra

Un cop obtinguts els extractes proteics a partir de cèl·lules o teixit, s’ha de  

quantificar la proteïna total per igualar las quantitats de les diferents mostres que 

es carreguen al gel d’electroforesi.

1. Preparar el patró de concentracions conegudes a partir d’una solució de 

BSA (Sigma) a 2 mg/ml (= 2 µg/µl) en tampó de lisi (20mM HEPES, pH 

7,5, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 10% glicerol i 1% Tritó X-100).

 Patró:

 0 µg/µl  100 µl tampó de lisi

 0,2 µg/µl  1:10  10 µl BSA + 90 µl tampó de lisi

 0,4 µg/µl  1:5  20 µl BSA + 80 µl tampó de lisi

 0,8 µg/µl  1:2.5  40 µl BSA + 60 µl tampó de lisi

 1,0 µg/µl  1:2  50 µl BSA + 50 µl tampó de lisi

 1,2 µg/µl  1:1.7  58.8 µl BSA + 41.2 µl tampó de lisi

 1,6 µg/µl  1:1.125  80 µl BSA + 20 µl tampó de lisi

 2,0 µg/µl  100 µl BSA

La determinació es realitza amb el kit Biorad DC Protein Assay (Bio-rad) de 

la manera següent:

2. Preparar la solució A’ = 20 µl Solució S / ml solució A.

3. Afegir 500 µl de solució A’ a cada tub del patró i de les mostres.

4. Vortexar.

5. Afegir 4 ml de solució B i vortexar el tub tot seguit.

6. Deixar 15 min a Tª ambient.

7. Llegir a l’espectrofotòmetre a 750 nm.

4.2.4. Western-blot

El western-blot és una tècnica que permet identificar la presència d’una 

proteïna específica en un extracte proteic.
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Solucions necessàries:

 TBS (1X) a pH = 7,5

 20 mM Tris (TRIZMA BASE-Sigma) 

 140 mM NaCl

 Tween 20 al 10%

 Aigua milliQ

 10% Tween 20 (Sigma)

 Acrilamida/bisacrilamida 37,5/1 al 30%**

 146 g acrilamida

 4 g bisacrilamida

 H2Obd fins a 500 ml

**Filtrar amb paper de filtre.

Nota: També es pot comprar ja preparada (Bio-Rad, ref. 161-0158).

Nota2: L’acrilamida i la bisacrilamida són potents neurotòxics quan no estan 

polimeritzats, així que s’han de manipular amb guants i sota campana o amb mascareta. 

 Tris 1,5 M pH 8,8

 18,17 g Tris (TRIZMA BASE - Sigma)

 4 ml SDS al 10%

 H2Obd fins a 100 ml

 Tris 0,5 M pH 6,8

 6,06 g Tris

 4 ml SDS al 10%

 H2Obd fins a 100 ml

 Gel separador (volums en ml per omplir 2 gels de 0,75 mm (taula 3))

Solucions estoc
Concentració final d’acrilamida en el gel separador (%)

5 7 7,5 8 9 10 12 13 15

30% acrilamida/

0,8% bisacrilamida
2,5 3,5 3,75 4,0 4,5 5,0 6,0 6,5 7,5

4X Tris/SDS pH = 8.8 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75

Aigua mQ 8,75 7,75 7,5 7,25 6,75 6,25 5,25 4,75 3,75

10% Persulfat amònic* 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

TEMED** 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Taula 3. Productes i volums necessaris per la preparació del gel separador. *Persulfat amònic 
(Bio-Rad); **TEMED (Bio-Rad). El % utilitzat dependrà del pes molecular de la proteïna 
d’interès.
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 Gel concentrador al 4% d’acrilamida (volums en ml per omplir dos gels (taula 4):

30% acrilamida/0,8% bisacrilamida 1,95

4X Tris/SDS pH = 6.8 3,75

Aigua mQ 9,15

10% Persulfat amònic 0,075

TEMED 0,03

 Tampó d’electroforesi

 100 ml SDS 10%

 144 g glicina (USB corporation)

 30,25 g Tris 

 H2Obd fins a 1 litre.

Nota: Es guarda a 4ºC i es pot reutilitzar.

 Tampó de transferència

 20 mM Tris 

 150mM Glicina 

 20% Metanol absolut

 80 % Aigua mQ

Nota: Refredar a 4ºC.

 Tampó de bloqueig

 TBS (1X) a pH = 7,5

 0,1% Tween 20 (Sigma)

 5% llet desnatada en pols (Sveltesse Calcio - plus Nestle)

 Tampó anticòs primari (per diluir l’anticòs primari)

 TBS (1X) a pH = 7,5

 0,2% Tween 20

 5% llet desnatada en pols

 0,1% azida sòdica (Sigma)

 Tampó anticòs secundari (és amb el que farem la dilució de l’anticòs secundari)

 TBS (1X) a pH = 7,5

 0,2% Tween 20

 3% llet desnatada en pols

Taula 4. Composició en ml del gel concentrador.
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Preparació de les mostres:

1. Descongelar la mostra i mantenir-la sempre en gel.

2. Calcular els l de lisat cel·lular necessari per carregar la quantitat de 

proteïna total desitjada (100 g).

3. Barrejar la mostra amb el tampó de càrrega en proporció 1 a 1.

4. Fer dos forats al tap de l’eppendorf amb l’agulla d’una xeringa.

5. Desnaturalitzar les proteïnes escalfant els eppendorfs a 100ºC durant 5 min.

Preparació dels gels:

1. Muntar sobre els suports amb el vidre més gran al darrere. La part inferior 

dels dos vidres ha d’estar a la mateixa alçada perquè no perdi líquid.

2. Preparar el gel separador segons la taula 3. Uns 15 ml dóna per fer dos gels. 

El % de poliacrilamida dependrà del pes molecular de la proteïna que es vol 

estudiar. Per proteïnes d’elevat pes molecular es prepararà un gel amb un 

baix %, i al contrari per proteïnes petites. Com a exemple, s’utilitzarà un 

10% de poliacrilamida i això ens permetrà separar proteïnes situades entre 

els 30 KDa i els 100 KDa de pes molecular.

3. A cada gel s’hi posen menys de 4 ml del gel separador, tot i que es calcula 

visualment. Ha de quedar espai per què hi càpiga la pinta i una mica de gel 

concentrador. Posar aigua a sobre del gel a poc a poc perquè la superfície

polimeritzi completament recta. Deixar que el gel polimeritzi 30 min aprox.

4. Treure l’aigua abocant el muntatge a la pica i acabar de treure absorbint-la 

amb un tros de paper de laboratori.

5. Afegir el gel separador i posar ràpidament la pinta anant amb compte que no 

quedin bombolles.

6. Es carrega el gel o, si es vol, s’embolica amb paper aïllant i es guarda a 4ºC 

O/N per continuar el protocol el dia següent.
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Electroforesi:

1. Treure les pintes dels gels i col·locar-los a la cubeta d’electroforesi. 

2. Afegir el tampó d’electroforesi de manera que cobreixi els pous i se

submergeixi la base dels gels.

3. Carregar les mostres i el marcador de pes molecular als pous amb l’ajut 

d’una micropipeta. A cada pou caben uns 25 l tot i que dependrà de la 

mida de la pinta utilitzada.

4. Córrer a un voltatge fixat de 80 V fins que les mostres entrin al gel 

separador i augmentar el voltatge a 150 V fins que la banda desitjada arribi 

al final del gel.

Preparació per fer la transferència a la membrana:

1. Preparar el tampó de transferència i submergir-hi les membranes de 

nitrocel·lulosa i les esponges uns minuts. Les membranes les submergim en 

un pot petit a part, per què no s’embrutin i es vagin hidratant amb el tampó 

de transferència.

2. Mesurar el gel i tallar el paper de filtre i les membranes a la mateixa mida 

que el gel.

3. Muntar el sandvitx de transferència. És important col·locar bé i amb l’ordre 

correcte la membrana i el gel perquè les proteïnes es transfereixin del gel a 

la membrana, tenint en compte, que les proteïnes migren cap a l’elèctrode 

negatiu, és a dir, el de color vermell.

Electrotransferència: 

1. Col·locar el sandvitx d’electrotransferència a l’interior del mòdul 
d’electrotransferència.

2. L’electrotransferència es realitza a 70 V durant una hora.

Bloqueig de la membrana:

Bloquejar les unions inespecífiques de la membrana incubant 1h en agitació 

amb tampó de bloqueig.
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Preparació dels anticossos:

L’anticòs primari es prepara a la dilució desitjada, que dependrà de cada 

anticòs, en tampó d’anticòs primari. 

L’anticòs secundari es prepara el mateix dia d’utilització a la dilució indicada 

pel fabricant en tampó d’anticòs secundari. 

Incubació amb l’anticòs primari i rentats:

1. Incubar amb l’anticòs primari durant 1 hora en agitació ( 80 rpm). També 

es pot guardar a 4ºC O/N i l’endemà incubar 1 h en agitació a Tª ambient.

2. Retirar i escórrer el filtre.

3. Rentar amb uns 50 ml (dependrà de la mida del filtre i del recipient que 

utilitzem) de llet al 5% en TBS-0,2% Tween-20, 3 x 10 min en agitació.

Incubació amb l’anticòs secundari i rentats:

1. Incubar 45 min a Tª ambient i en agitació amb l’anticòs secundari marcat 

amb peroxidasa (HRP) que reconegui l’espècie de l’anticòs primari. 

2. Rentar amb llet al 3% en TBS + 0,2% Tween-20, 2 x 10 min en agitació.

3. Rentar amb TBS + 0,2% Tween-20, 2 x 10 min en agitació.

Reacció de quimioluminescència i revelat:

La reacció de quimioluminescència es duu a terme amb el kit ECL Western 

Blotting Analysis System (Amersham Biosciences). El procediment s’ha de 

realitzar ràpidament i a les fosques.

1. Barrejar els dos components del kit en una proporció del 50% V/V fins el 

volum total desitjat (aprox. uns 6 ml tot i que dependrà de la mida del filtre).

2. Exposar la membrana 1 minut amb els reactius procurant que tota la 

membrana estigui coberta.

3. Retirar la membrana i escórrer molt bé per evitar soroll de fons.

4. Revelar amb una pel·lícula autoradiogràfica.
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4.3. Immunocitofluorescència

Aquesta tècnica immunològica permet detectar si una proteïna s’expressa en 

cèl·lules en cultiu. Com que l’observació es realitza en el microscopi confocal de 

fluorescència (Leica TS1 SP2 o Leica SP5) les cèl·lules s’han de cultivar en 

plaques amb fons molt prim a fi que la distància òptica entre l’objectiu i les 

cèl·lules sigui la mínima possible i la qualitat de les imatges òptima. Aquesta 

tècnica també es pot dur a terme cultivant les cèl·lules sobre cobreobjectes.

Per la detecció de les proteïnes es necessiten anticossos primaris específics 

contra la proteïna que es vol detectar i un anticòs secundari específic contra 

l’espècie en la què s’ha generat l’anticòs primari que estigui marcat amb una 

molècula fluorescent per poder visualitzar-ho al microscopi de fluorescència.

El protocol seguit per fer les immunocitofluorescències és el següent:

1. Retirar el medi de cultiu de la placa de cultiu amb base de vidre 

(Fluorodish, WPI, Inc) o plàstic (µ-Dish35mm, low (Ibidi)).

2. Rentar 3 x 5 min amb PBS.

3. Fixar durant 30 min amb 4% paraformaldehid fred a 4ºC o 10 min a Tª 

ambient.

4. Rentar 3 x 5 min amb TBS.

5. Incubar 2h amb tampó de bloqueig (TBS + 0,5% Tritó X-100 + 10% 

sèrum (l’espècie dependrà de l’anticòs secundari)) a Tª ambient.

6. Incubar amb l’anticòs primari O/N a 4ºC i 1 h a Tª ambient preparat en 

TBS + 0,1% Tritó X-100 + 10% sèrum. 100 μl de solució per placa és 

suficient a la dilució corresponent que dependrà de cada anticòs.

7. Rentar 3 x 5 min amb TBS + 0,1% Tritó X-100 + 10% sèrum.

8. Incubar amb l’anticòs secundari 1h a 37ºC. 

9. Rentar 2 x 5 min amb TBS.

10. Es pot fer una tinció de 15 min a Tª ambient amb solució Hoescht 0,5 

μg/ml (Sigma) o DAPI (1:10.000) per contratenyir els nuclis.

11. Rentar 3 cops amb PBS i observar al microscopi de fluorescència.
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4.4. Anticossos primaris i secundaris utilitzats en les tècniques de 

western-blot i immunocitofluorescència

Antigen 
reconegut

Espècie
hoste

Dilució 
IF

Dilució 
Western-blot

Casa comercial

GATA-4 Ratolí 1:100 1:100 Santa Cruz Biotech.

GATA-4 Conill 1:50 1:100 Santa Cruz Biotech.

Nkx2.5 Conill 1:100 1:100 Santa Cruz Biotech.

Nkx2.5 Cabra 1:20 1:100 R&D Systems

Tbx5 Cabra       1:50          - Santa Cruz Biotech.

β-MHC Ratolí 1:500 1:10 Santa Cruz Biotech.

cTnI Conill 1:100 0,5 µg/ml Santa Cruz Biotech.

α-actinina s. Ratolí 1:500 1:250 Sigma

SERCA-2 Cabra 1:50 0,4 µg/ml Santa Cruz Biotech.

Connexina-43 Ratolí 1:100 0,5 µg/ml Transduction lab.

Connexina-43 Ratolí (IgM) 1:200 - Abcam

α-actina Ratolí - 1:1000 Santa Cruz Biotech.

Espècie

reconeguda

Espècie

hoste
Dilució Marcatge Casa comercial

Cabra Ase 1:200 Cy2 Jackson Lab.

Ratolí Cabra 1:1000 FITC BD Pharmingen

Conill Ase 1:1000 Alexa Fluor 488 Molecular Probes

Conill Cabra 1:1000 Texas Red Molecular Probes

Ratolí Cabra 1:1000 HRP BD Pharmingen

Conill Cabra 1:2000 HRP Dako Cytomation

Cabra Conill 1:2000 HRP Dako Cytomation

Cabra Ase 1:100 Cy3 Jackson ImmunoResearch

Taula 5. Anticossos primaris i dilucions utilitzades en les tècniques d’immunocitofluorescència 
(IF) i western-blot.
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Ratolí Ase 1:100 Cy3 Jackson ImmunoResearch

Ratolí Ase 1:100 Cy5 Jackson ImmunoResearch

Cabra Ase 1:100 Cy5 Jackson ImmunoResearch

Conill Ase 1:100 Cy5 Jackson ImmunoResearch

4.5. Anàlisi de secreció de citoquines en sobrenedants

Per analitzar les citoquines secretades per les cèl·lules en cultiu es va utilitzar el 

Procarta Cytokine Assay Kit (Panomics). Aquest kit consisteix en un 

immunoassaig múltiple (assaig Luminex) basat en la tecnologia de detecció 

xMAP® que permet quantificar de manera simultània múltiples citoquines amb 

una sensibilitat inferior a 1 pg/ml/citoquina.

Recollida de medi condicionat en condicions de normòxia i hipòxia

Les cèl·lules van ser cultivades i expandides en flascons estàndards de cultiu 

amb medi complet (-MEM + 10% FBS + 1% P/S). A passatge 2 es van sembrar

al voltant de 10.000 cèl·lules/cm2 en plaques de 6 pous. Al dia següent el medi va 

ser substituït per medi fresc i les cèl·lules es van posar en condicions de normòxia 

(21% O2), hipòxia moderada (5% O2) i hipòxia severa (1% O2) durant 24h. Al 

final del període d’incubació el medi condicionat va ser recollit, filtrat i conservat 

a -20ºC fins el posterior anàlisi. També es van determinar el número de cèl·lules 

viables tenyint-les amb blau de tripà i contades amb un hemocitòmetre.

Determinació de factors angiogènics en el medi condicionat

Dels diferents medis condicionats se’n va analitzar la concentració de: IL-1β, 

IL-6, TNF-α, VEGF, PDGFBB i bFGF amb el Procarta Cytokine Assay Kit

(Panomics). Es va seguir el protocol descrit pel fabricant i, el podem trobar a 

http://www.panomics.com/downloads/35_4_CYTOKINE_2_V4.pdf. Els resultats 

s’expressen com la mitjana ± SD dels picograms de factor secretat per 106

cèl·lules en el moment de recollir el medi.

Taula 6. Anticossos secundaris i dilucions utilitzades en les tècniques d’immunocitofluorescència 
(IF) i western-blot.
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5. Assaigs de diferenciació

5.1. Diferenciació adipogènica

La diferenciació adipogènica es va induir tal com es troba descrit a la 

literatura194. El mètode es basa en la utilització d’un medi (medi adipogènic) que 

conté un conjunt d’estímuls químics que indueixen la diferenciació de les cèl·lules 

mare en adipòcits. Aquest medi té com a base el medi α-MEM al qual se li 

afegeixen els suplements següents (taula 7):

Components Concentració

FBS 10%

P/S 1%

Dexametasona (Sigma) 1 μM

Isobutilmetilxantina (Sigma) 0,5 mM

Insulina (Sigma) 10 μg/ml

Indometacina (Sigma) 100 μM

Per induir la diferenciació adipogènica és parteix d’un cultiu subconfluent i se

segueix el protocol següent:

1. Retirar el medi estàndard de cultiu.

2. Rentar 2 o 3 cops amb PBS.

3. Afegir el medi adipogènic.

4. Seguir el tractament durant 15 dies canviant el medi cada 3-4 dies.

5. Analitzar.

**Els cultius control es van dur a terme cultivant les mateixes cèl·lules en medi 

estàndard durant el mateix període de temps.

Taula 7. Components i concentració del medi adipogènic.
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Anàlisi de la diferenciació adipogènica

L’anàlisi de la diferenciació adipogènica de les cèl·lules es duu a terme

detectant la presència de vacuoles lipídiques intracel·lulars (característiques dels 

adipòcits256) mitjançant la tinció específica amb el colorant Oil red O (Sigma) i 

una posterior observació al microscopi de contrast de fases.

Per fer la tinció se segueix el protocol següent:

1. Retirar el medi adipogènic.

2. Rentar 3 cops amb PBS per eliminar les restes de medi i d’FBS.

3. Fixar amb paraformaldehid al 4% durant 10 min a Tª ambient.

4. Rentar 3 cops amb H2Obd.

5. Tenyir la solució de treball d’Oil Red O* durant 1 h a Tª ambient.

6. Observar al microscopi de contrast de fases.

*Solució de treball d’Oil Red O: 60% de solució d’estoc** en H2Obd.

**Solució d’estoc d’Oil Red O: 0,5% d’Oil Red O en isopropanol (Panreac).

5.2. Diferenciació osteogènica

La diferenciació osteogènica s’indueix tal com s’ha descrit prèviament257. 

Aquest mètode es basa en la utilització d’un medi, que anomenarem medi 

osteogènic, que conté un conjunt d’estímuls químics que indueixen la 

diferenciació osteogènica de les MSC. El medi osteogènic té com a base el medi 

α-MEM al qual se li afegeixen els suplements següents (taula 8):

Components Concentració

FBS 10%

P/S 1%

Dexametasona 100 nM

β-glicerofosfat sòdic (Sigma) 10 mM

Àcid ascòrbic (Sigma) 0,05 mM

Taula 8. Components i concentració del medi osteogènic. 
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Per induir la diferenciació osteogènica és parteix d’un cultiu subconfluent de 

MSC humanes i se segueix el protocol següent:

1. Retirar el medi estàndard de cultiu.

2. Rentar 2 o 3 cops amb PBS.

3. Afegir el medi osteogènic.

4. Seguir el tractament durant 15 dies canviant el medi cada 3-4 dies.

5. Analitzar.

**Els cultius control es van realitzar cultivant les mateixes cèl·lules en medi 

estàndard durant el mateix període de temps.

Anàlisi de la diferenciació osteogènica

L’anàlisi de la diferenciació osteogènica de les cèl·lules es realitza detectant les 

deposicions en el cultiu de matriu extracel·lular calcificada, característica típica

dels osteoblasts258, mitjançant la tinció específica amb el colorant vermell 

d’alizarina259 i posterior observació al microscopi de contrast de fases.

Per fer la tinció es segueix el protocol següent:

1. Retirar el medi osteogènic.

2. Rentar 3 cops amb PBS per eliminar les restes de medi i FBS.

3. Fixar amb paraformaldehid al 4% durant 10 min a Tª ambient.

4. Rentar 3 cops amb aigua destil·lada.

5. Tenyir amb una solució al 1% de vermell d’alizarina (Ferosa) en H2Obd

durant 10 min.

6. Rentar 3 cops amb H2Obd.

7. Observar al microscopi de contrast de fases.
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5.3. Diferenciació cardiomiogènica

5.3.1. Agent químic: 5-azacitidina

La diferenciació química de les cèl·lules mare humanes cap a cardiòcits 

s’indueix amb el mètode descrit a la literatura260. Es basa en la utilització del 

suplement 5-azacitidina (Sigma), que s’afegeix a una concentració final de 10 

μM al medi estàndard de cultiu (-MEM + 10% FBS + 1% P/S), per formar el 

que anomenarem medi cardiomiogènic. La 5-aza és un anàleg químic del 

nucleòsid citosina que originalment va ser desenvolupat per tractar la leucèmia 

mielogènica aguda261, 262. Aquest component és un efectiu desmetilant del 

DNA i és capaç d’alterar l’expressió de determinats gens263, 264 o de regular la 

diferenciació cel·lular265, 266. Diversos estudis han trobat que diferents tipus de 

cèl·lules mare, tant embrionàries com adultes, poden ser diferenciades cap a 

cardiòcits exposant-les a la 5-aza124-126, 267.

Per tal de realitzar la diferenciació cardiomiogènica d’un cultiu cel·lular és 

necessari que les cèl·lules estiguin a un 80% de confluència. El protocol seguit

per induir la diferenciació de les MSC humanes cap a cardiòcits va ser el 

següent:

1. Retirar el medi estàndard de cultiu.

2. Rentar 2 o 3 cops amb PBS.

3. Afegir el medi cardiomiogènic.

4. Seguir el tractament durant 15 dies canviant el medi cada 3-4 dies.

5. Analitzar.

*Els cultius control es van dur a terme cultivant les mateixes cèl·lules en 

medi estàndard durant el mateix període de temps.

**L’anàlisi del grau de diferenciació cardiomiogènica de les MSC humanes 

aconseguit es realitza mitjançant la detecció de proteïnes cardioespecífiques

amb les tècniques ja descrites d’immunocitoquímica i western-blot.
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5.3.2. Cocultiu amb cardiòcits de rata nounada

L’evidència de diferenciació cardiomiogènica de diferents tipus cel·lulars in 

vivo suggereix l’existència de factors ambientals131, 133. No obstant això, es 

desconeixen quins són aquests factors que, a més, podrien incloure interaccions 

cèl·lula-cèl·lula i estimulació elèctrica i mecànica. El cocultiu de cèl·lules amb 

cardiòcits de rata nounada és un mètode biològic de diferenciació que ha estat 

àmpliament utilitzat per comprovar la potencialitat cardiomiogènica d’unes 

cèl·lules, esperant que els factors secretats pels cardiòcits i el contacte directe 

amb aquests indueixi la diferenciació de les cèl·lules d’estudi143, 268, 269.

1. Preparar els cardiòcits com es descriu en el protocol del següent apartat i 

sembrar a una concentració de 50.000-70.000 cèl·lules/cm2 en plaques µ-

Dish35mm, low (Ibidi) pretractades amb gelatina 2%.

2. 48h més tard, retirar el medi de cultiu i sembrar les epiATPC-eGFP a 

passatge 2 (marcades seguint el protocol descrit més avall) a una 

concentració de 2000 cèl·lules/cm2.

3. Incubar a 37ºC i 5% CO2 en aire.

*En els experiments de cocultiu també es van cultivar cardiòcits i epiATPC-

eGFP individualment i en les mateixes condicions com a controls.

5.3.2.1. Extracció de cardiòcits de rata nounada

Aquest protocol d’extracció de cardiòcits de rata nounada és una 

adaptació del cedit per Carolina Gandia, Ana Armiñan i la Dra. Pilar 

Sepúlveda del “Centro de Investigación Príncipe Felipe” de València.

Material:

- Cries de rata Wistar d’1 a 3 dies

- 2X pinces estèrils 

- 2X estisores estèrils (unes corbes per obrir el tòrax i extreure el cor, 

i unes petites, les de canular, per trossejar els cors)

- 2X safates estèrils

- HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) 1X (Gibco)
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- Penicil·lina/estreptomicina (1:100) (Gibco)

- Medi de cultiu:

 D-MEM: M199 (4:1) (Gibco)

 FBS inactivat (5%)

 Sèrum de cavall (HS) inactivat (10%)

 P/S (1:100)

 Citosin -D-arabinofuranòsid (1μl/ml de medi) (estoc: 10 mg/ml) (Sigma)

 Col·lagenasa tipus II (250 u/mg): 3 mg/ml en HBSS 1X + P/S (Gibco)

 Dispasa II a 2,4U/ml (Roche)

 DNAsa I (estoc: 10 mg/ml) (Roche)

 Blau de tripà (Gibco)

 Gelatina 2% (Sigma)

Procediment:

1. Desinfectar amb etanol 70º i decapitar els nounats fora de la 

campana.

2. A la campana, obrir el tòrax per l’obertura del coll. Amb unes 

pinces i tisores estèrils extreure el cor.

3. Col·locar els cors a una placa de petri de 60 mm de Ø (p60) sobre 

gel amb 5 ml de HBSS 1X +P/S.

4. Eliminar les aurícules i col·locar els ventricles en una altra p60 amb 

5 ml de HBSS 1X + P/S.

5. En una altra p60 posar 5 ml de la solució de col·lagenasa a 37ºC i 

trossejar els ventricles finament.

6. Incubar a 37ºC en agitació suau (70-80 rpm) durant 30-40 min.

7. Passar el contingut de la p60 a un tub Falcon de 15 ml (tub 1). 

Rentar la p60 amb 1 ml de HBSS 1X + P/S i afegir-ho al tub 1. 

Deixar el tub en posició vertical per què els fragments no digerits 

es dipositin al fons del tub.

8. Recollir el sobrenedant i posar-lo en un altre tub de 15 ml (tub 2).

9. Centrifugar el tub 2 durant 10 min a 800 rpm.
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10. Recollir el sobrenedant del tub 2 i afegir-lo al tub 1. Resuspendre el 

pèl·let del tub 2 amb 4 ml de medi sense sèrum (D-MEM: M199 

(4:1) + P/S).

11. Recollir el contingut del tub 1 i passar-lo a la p60.

12. Incubar a 37ºC en agitació suau durant 30 min.

13. Recollir el contingut de la p60 i passar-lo a un tub de 15 ml.

14. Centrifugar durant 10 min a 800 rpm.

15. Eliminar el sobrenedant i resuspendre el pèl·let amb la solució del 

tub 2.

16. Afegir 4 ml de Dispasa II i 10 l de DNAsa i passar el contingut a 

una p60.

17. Incubar a 37ºC en agitació suau durant 20 min.

18. Recollir el contingut de la p60 i passar-lo a un tub de 15 ml.

19. Centrifugar 10 min a 800 rpm.

20. Eliminar el sobrenedant i resuspendre el pèl·let amb medi complet 

de cultiu sense citosina -D-arabinofuranòsid (D-MEM: M199 

(4:1) + 5% FBS + 10% HS + P/S). Comptar les cèl·lules viables.

21. Sembrar 100.000 cèl·lules/cm2 i incubar durant 90 min a 37ºC 

(preplaqueig) per eliminar els fibroblasts (aquests s’adheriran al 

fons del flascó mentre que els cardiòcits es mantindran en 

suspensió). Utilitzar medi complet de cultiu sense citosina -D-

arabinofuranòsid.

22. Recollir el sobrenedant i centrifugar 10 min a 800 rpm.

23. Eliminar el sobrenedant i resuspendre amb medi complet de cultiu 

(D-MEM: M199 (4:1) + 5% FBS + 10% HS + P/S + citosina -D-

arabinofuranòsid). Comptar les cèl·lules viables.

24. Sembrar 50.000 cèl·lules/cm2 amb medi complet de cultiu en 

plaques pretractades amb gelatina 2% durant 20 min a 37ºC.
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25. Mantenir el cultiu a 37ºC i 5% CO2 i no tocar-lo en un mínim de 

24-48h posteriors a la sembra.

26. Canviar el medi cada 3-4 dies.

5.3.2.2. Transducció de les epiATPC amb lentivirus-eGFP

Per la transducció, es van utilitzar estocs de partícules víriques 

lentivirals concentrades (50 l) que contenien el gen de l’eGFP sota el 

promotor del SV40270.

1. 24h abans, sembrar 5.000 cèl·lules/cm2 en un T25 amb medi 

complet de cultiu (-MEM + 10% FBS + 1% P/S).

2. Diluir la solució amb partícules víriques en 1 ml de medi complet 

de cultiu que contingui 10 µg/ml polybrene (Sigma). Afegir al 

T25 on tenim les cèl·lules, MOI = 21 (partícules/cèl·lula).

3. Incubar 48h a l’incubador.

4. Retirar el medi amb partícules víriques i substituir-lo per medi 

complet fresc.

5. Deixar créixer les cèl·lules fins el número desitjat.

5.4. Diferenciació endotelial 

La diferenciació endotelial es va dur a terme cultivant les cèl·lules amb medi 

EGM-2 (Lonza Walkersville, Inc.; ref. CC-3162) durant 15 dies. Aquest medi 

conté una sèrie de factors com EGF, hidrocortisona, VEGF, bFGF, R3-IGF-1, 

àcid ascòrbic i heparina que s’ha demostrat que afavoreixen la diferenciació 

endotelial en diferents tipus cel·lulars271-273. Com a controls es van utilitzar les 

mateixes cèl·lules cultivades en α-MEM + 10% FBS + P/S.

Anàlisi de la diferenciació endotelial

L’anàlisi del grau de diferenciació endotelial assolit es va comprovar al cap 

de 15 dies analitzant per PCR a temps real (veure apartat 3.1) un conjunt de 

gens que incloïen molècules d’adhesió de cèl·lules endotelials 
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(PECAM/CD31274, VE-caderina275, CD34276, 277, VCAM-1278, vWF279 i 

CD102280), marcadors de superfície de cèl·lules progenitores 

vasculars/hematopoètiques (CD133281), factors de transcripció (EGR-1282, 283, 

EGR-3284), receptors (CD36285 i CXCR-4286) i citoquines (SDF-1286).

Per l’anàlisi del grau de diferenciació endotelial també es van estudiar 

característiques funcionals de les cèl·lules seguint els protocols que es 

descriuen a continuació:

 Incorporació de Dil-Ac-LDL

L’Ac-LDL és una lipoproteïna acetilada de baixa densitat que és 

incorporada de manera específica per les cèl·lules endotelials287. Aquesta 

LDL està marcada amb la sonda fluorescent 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. 

Protocol de marcatge:

1. Diluir la Dil-Ac-LDL (Biomedical Technologies, ref. BT-902) a 10 

µg/ml en medi complet de cultiu.

2. Afegir a les cèl·lules en cultiu i incubar durant 4h a 37ºC.

3. Retirar el medi.

4. Rentar amb 3 vegades amb PBS.

5. Fixar amb 4% PFA durant 10 min a Tª ambient.

6. Rentar amb 3 vegades amb PBS.

7. Observar al microscopi de fluorescència.

 Assaig de formació de tubs in vitro

Els assaigs d’angiogènesi in vitro es basen en el principi que les cèl·lules 

endotelials formen estructures tubulars quan són cultivades en una matriu de 

suport gelificada com les obtingudes a partir de proteïnes derivades de tumor 
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Engelbreth Holm-Swarm (EHS) de ratolí (ECMatrixTM o MatrigelTM). 

L’ECMatrixTM, o més conegut com MatrigelTM, està considerada una 

membrana basal generada a partir d’un sarcoma de ratolí. El MatrigelTM no 

només conté els components de la membrana basal (col·lagen, laminina i 

proteoglicans) sinó també enzims proteolítics (plasminogen, tPA, MMPs) i 

els seus inhibidors, i factors de creixement (TGF-β, FGF).

Protocol:

**Important: Tot el material utilitzat en aquest procediment ha d’estar fred, i treballarem 

sempre sobre gel per evitar que l’ECMatrixTM gelifiqui abans del moment desitjat!!.

1. Descongelar l’ECMatrixTM (Chemicon International; ref. ECM625) i el 

tampó (10X) a la nevera a 4ºC O/N.

2. Afegir 100 µl del tampó (10X) a 900 µl d’ECMatrixTM i barrejar a poc a 

poc evitant fer bombolles.

3. Transferir 300 µl a cada pou d’una placa de 24 pous freda.

4. Incubar a 37ºC un mínim d’una hora per permetre que la matriu gelifiqui.

5. Resuspendre en medi de cultiu 50.000 cèl·lules viables/ml i tants 

mil·lilitres com pous vulguem sembrar.

6. Afegir 1 ml de la suspensió cel·lular sobre l’ECMatrixTM polimeritzada.

7. Incubar a 37ºC a l’incubador.

8. Seguir la formació de tubs sota el microscopi de contrast de fases.

 Tinció dels tubs en ECMatrixTM amb la isolectina GSLI B4

La isolectina GSLI B4 està considerada un bon marcador de les cèl·lules 

de llinatge endotelial288-291. Aquesta característica ens permetria identificar si 

les cèl·lules havien adquirit un fenotip endotelial en formar aquestes 

estructures tubulars en l’ECMatrixTM. 

Per dur a terme aquesta tinció, la matriu i les cèl·lules es van disposar en 

les mateixes proporcions que en l’apartat anterior en plaques de confocal µ-

Dish35mm, low (Ibidi).
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Protocol:

1. Retirar el medi de cultiu.

2. Rentar 3 vegades amb PBS.

3. Fixar amb 4% PFA 10 min a Tª ambient.

4. Rentar 3 vegades amb PBS.

5. Permeabilitzar 30 min a Tª ambient amb PBS + 0,1% saponina + 1% 

BSA.

6. Rentar 3 vegades amb PBS.

7. Incubar O/N a 4ºC amb la isolectina GSLI B4 (1/100 en PBS + 1% 

BSA).

8. Rentar 3 vegades amb PBS.

9. Incubar 1h a Tª ambient amb estreptavidina Alexa 568 (1/1000 en 

PBS + 1% BSA).

10. Rentar 3 vegades amb PBS.

11. Contratenyir els nuclis amb Hoescht durant 10 min.

12. Rentar 3 vegades amb PBS.

13. Observar al microscopi confocal de fluorescència (làser 594 nm).
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EXPERIMENTACIÓ IN VIVO

6. Models in vivo d’infart de miocardi

La generació dels models d’infart de miocardi en ratolí i rata va ser realitzada 

mitjançant la lligadura permanent de l’artèria coronària anterior esquerra descrita per 

primera vegada en el model de rata per Pfeffer i col. el 197953, i més endavant en el 

model de ratolí per Michael i col. el 1995292. En aquests models, els canvis 

histològics després d’una oclusió total coronària són similars als observats en 

humans després d’un IAM no tractat, però en canvi, es desenvolupen en un marc 

temporal més breu i inclouen una menor infiltració de cèl·lules 

polimorfonucleades293, 294.

El nostre estudi es va realitzar amb 17 ratolins femella C3H-SCID (Severe 

Combined Immunodeficiency) de 13 setmanes d’edat i d’un pes comprés entre els 20 

i 25g (Jackson Laboratory); i en 18 rates mascle immunodeprimides (nude) NIH-

Foxn1rnu de 224g de mitjana a l’inici de l’estudi (Charles River laboratories inc.). Els 

animals van ser alimentats ad libitum. Les manipulacions i el procediment 

experimental van ser aprovats pel comitè ètic local. Els investigadors van seguir la 

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the Institute of Laboratory 

Animal Research (Publicaió del NIH nº 86-23, Revisió de 1996), que pot ser 

consultada gratuïtament a http://www.nap.edu/html/labrats.

Material:

- 2X Pinces Adson rectes de 12 cm de llargada total, FST (Fine Science Tools), ref. 11006-12

- 2X Pinces Bishop-Harman serrades de 8,5 cm de llargada total, FST, ref. 11069-08

- 1X Pinces Supergrip (punta ampla), FST, ref. 00632-11

- 2X Portagulles Cohan – mini corbats, Bausch & Lomb, ref. E3836 CW

- Pinces Roboz, ref. RS-5101

- Tisores Roboz, ref. RS-5980

- Portagulles, Roboz, ref. RS-7117

- Pomada oftàlmica Puralube, Fougera, ref. K210351

- Sutura Ethicon Cardiovascular de 7-0 de seda negra amb dues agulles per sutura del tipus BV-1. 

ref. K809H
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- Sutura monofilament de polipropilé de 6-0 no reabsorbible amb dues agulles Ethicon tipus C-1. 

ref. 8718H

- Sutura de seda de 3-0 Ethicon PERMA-HAND

- Lidocaïna injectable (2%), 100 ml, VEDCO, Ref. VINV-LIDO-100M

- Xeringa Hamilton sèrie 600

- Buprenorfina, Sigma, ref. B9275

- Dispensador d’isofluorà i tanc d’oxigen

- Lupa

- Respirador amb control de pressió, model TOPO, Kent Scientific Corporation (ratolí)

- Respirador Harvard Apparatus per a petits animals model 683 (rata)

6.1. Procediment quirúrgic per al model en ratolí

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% 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.

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 l’esquerra. Suaument 

introduir per la tràquea un catèter de 20G (amb la punta tallada) i connectar-lo al 

ventilador. En cas de dificultats per introduir el catèter, aplicar, amb un pinzell, 

una solució de lidocaïna 1% a la tràquea. Configurar el ventilador 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.
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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 tercer espai intercostal retirant les costelles 

adjacents. Pessigar el pericardi amb els fòrceps Bishop-Harman i realitzar un petit 

forat per retirar-lo. Administrar 2 gotes de lidocaïna 1% sobre el cor exposat per 

evitar arítmies. 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. 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.

Visualitzar l’àrea infartada situada després de la lligadura caracteritzada per un 

color pàl·lid a la zona distal del miocardi. Els ratolins, escollits de manera

aleatòria, se’ls injecta intramiocàrdicament les epiATPC (10µl amb 105 cèl·lules 

resuspeses en α-MEM) a la zona del marge de l’infart amb una agulla de 30G.

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. 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 

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 per aigua calenta. És normal que sagni una mica però 

l’animal es recupera en 30 min. Realitzar un seguiment de la ferida, administrar 

analgèsia i tractar possibles infeccions amb un antibiòtic (administració parenteral 

d’enrofloxacina (Baytil) 85 mg/Kg durant 14 dies). Una possible o esperada 

complicació post-operatòria d’aquest procediment és la mort sobtada en els tres 

dies posteriors a la cirurgia a causa de l’infart de miocardi que li hem provocat.



92

6.2. Procediment quirúrgic per al model en rata

El procediment per provocar un infart de miocardi en el model de rata és 

similar al descrit anteriorment per al ratolí amb algunes diferències. La lligadura 

de l’artèria coronària esquerra va ser realitzada com s’havia descrit prèviament295. 

Breument, les rates van ser intubades i anestesiades amb una barreja de 

O2/Sevorane i ventilades mecànicament. Després de la toracotomia es va induir 

l’infart agut de miocardi lligant de manera permanent l’artèria coronària 

descendent anterior esquerra amb prolene 6-0. La incisió va ser tancada amb 

sutura de seda de 3-0. Una setmana després les rates van ser anestesiades i 

reobertes per esternotomia i es va dur a terme el trasplantament de les cèl·lules 

(106 cèl·lules resuspeses en solució salina o el mateix volum de solució salina per 

als controls) en 5 injeccions de 5µl en 5 punts de la zona del marge de l’infart amb 

una xeringa Hamilton.

6.3. Cirurgia aguda terminal

La cirurgia aguda terminal va ser realitzada 20 dies postinjecció per al ratolí i 

30 dies en el cas del model de rata.

Per a la cirurgia aguda terminal, 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 (BDM) per bloquejar la contracció) injectant-la al 

ventricle esquerre a través de l’àpex. S’ha d’anar en compte per evitar la 

sobrecàrrega del ventricle esquerre (0,3-0,5 ml). Aquest mètode d’eutanàsia 

assegura que el cor estigui en l’estat fisiològic necessari per als estudis histològics 

del cor aïllat. Tot seguit, s’extreu el cor, es fixa en PFA al 4% durant un mínim de 

24h a 4ºC. Posteriorment, es mantenen en una solució de sucrosa al 30% en PBS 

(on el cor inicialment sura) fins que s’enfonsi. Per la seva conservació i posterior 

anàlisi histològic s’inclouen en OCT (Sakura) i es congelen de manera immediata 

en isopentà refredat amb nitrogen líquid. Ràpidament són emmagatzemats al 

congelador de -80ºC.
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**Solució d’arrest Krebs-Henseleit modificada (100ml):

 NaCl 0,4g

 KCl 0,44g

 Glucosa 0,2g

 NaHCO3 0,01g

 BDM 0,3g

 Heparina (1000U/ml) 1ml

Nota: Mantenir la solució freda i preparar-la fresca cada vegada.

7. Anàlisi funcional: ecocardiografia

Per avaluar la funció cardíaca de les rates es va realitzar una ecocardiografia 

transtoràcica realitzada per un ecocardiografista “cec” mitjançant un ecocardiògraf 

(Vivid 7, General Electrics) equipat amb un transductor lineal de 10 MHz. Es van 

adquirir mesures basals (1 dia abans de l’IAM), postIAM (6 dies després de l’IAM, 

dia del trasplantament) i a 2 i 4 setmanes postIAM. Es van realitzar ecocardiografies 

mode M i bidimensionals a nivell dels músculs papil·lars en la visió paraesternal de 

l’eix curt. Els paràmetres funcionals es van calcular a partir de 5 cicles consecutius 

utilitzant mètodes estàndards296.

Es van quantificar les dimensions (volum (V), àrea (A) i diàmetre (D)) del 

ventricle esquerre en telesístole (VEs) i telediàstole (VEd) i els canvis en el gruix de 

la paret anterior (CGPA) en diàstole (PAd) i sístole (PAs).

Els canvis en el gruix de la paret anterior (CGPA) es van calcular seguint la fórmula 

següent:

La fracció d’escurçament (FS) va ser calculada segons la fórmula següent:

La fracció d’ejecció (FE) es va calcular segons:
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Es va realitzar un ANOVA de dos factors (Temps: 3 nivells; Tractament (mesures 

repetides): 2 nivells). 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.

8. Anàlisi morfomètrica: tricròmica de Masson

8.1. Ratolí

Es van tallar els cors congelats en seccions de 20 µm de gruix des de l’àpex 

fins la base del cor. Es van tenyir un total de 20 seccions per ratolí separades 300 

µm, amb la tinció tricròmica de Masson (descrita més avall) per distingir entre 

cardiòcits i la matriu de col·lagen. Es van captar imatges amb una lupa Leica a 20 

augments que permetia incloure la secció completa del cor. L’àrea fibròtica es 

podia identificar pel seu color blau clar. Això ens va permetre determinar la mida

de l’infart (volum i superfície), el gruix de la paret de l’infart i la dilatació del 

ventricle esquerre (superfície interna del ventricle esquerre) mitjançant 

planimetria computeritzada utilitzant el programa d’anàlisi ImageJ (NIH). La 

distància de l’àpex a cada secció va ser acuradament anotada per realitzar els 

càlculs de volum i superfície. Totes les seccions van ser examinades cegament i 

els càlculs dels valors expressats es van fer com es descriuen a continuació.

Per calcular la mida (en volum) de l’infart es van mesurar les àrees de teixit 

cicatricial de dos seccions consecutives, se’n va fer la mitjana, i es va multiplicar 

per la distància entre seccions. Això, es va fer per cada parella de seccions 

consecutives després, es va fer la suma de tots els volums obtenint així una 

extrapolació del volum total de la cicatriu. El volum total de la paret ventricle 

esquerre es va calcular de manera semblant al de la cicatriu de l’infart, però en 

aquest cas, es van mesurar la superfície del ventricle esquerre i se’n va restar 

l’àrea de la llum del ventricle abans de realitzar el càlcul del volum. El volum de 

cicatriu de l’infart es va expressar com un percentatge de la grandària de l’infart 

respecte el volum total de la paret del ventricle esquerre.

La superfície d’àrea infartada va ser calculada com la suma parcial de l’àrea 

infartada de les diferents seccions i els resultats van ser expressats com el 
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percentatge de la mida de l’infart respecte la superfície total de la paret del 

ventricle esquerre.

Per avaluar el gruix de la paret infartada, es van realitzar per una banda, 

mesures de la distància més curta entre l’endocardi i l’epicardi, i per l’altra també 

es van mesurar el gruix de les zones del marge de l’infart. El valor expressat final 

s’obté de fer la mitjana de 6 seccions separades per 200 µm.

La dilatació del ventricle esquerre es va expressar com la mitjana (6 seccions 

separades per 200 µm de distància) de la superfície interna del ventricle esquerre 

comparant animals tractats (injectats amb epiATPC) respecte els control (injectats 

amb solució salina).

8.2. Rata

Els cors de rata van ser tallats transversalment en tres segments: àpex, mig (que 

contenia la lligadura) i base. Es van realitzar seccions seriades de 10 µm de gruix 

(6 seccions separades 200 µm) del segment mig i es van tenyir amb la tinció 

tricròmica de Masson (com es descriu més avall) per poder determinar la mida de 

l’infart, el gruix de la paret de l’infart i la dilatació del ventricle esquerre. Les 

seccions van ser fotografiades amb una lupa Leica a 6,3 augments per incloure la 

secció completa del cor.

La mida de l’infart va ser expressada com un percentatge del valor de la 

superfície de la cicatriu respecte l’àrea total de la paret del ventricle esquerre.

El gruix de la paret de l’infart i la dilatació del ventricle esquerre van ser 

calculades tal com s’explica a la secció de ratolí descrita més amunt.

8.3. Tinció Tricròmica de Masson

La tricròmica de Masson és una tinció àmpliament utilitzada en diferents 

aplicacions específiques però, en la gran majoria de casos, amb l’objectiu comú de 

distingir les cèl·lules del teixit connectiu que les envolta. En el nostre cas concret 

ens permet visualitzar perfectament la cicatriu generada després de l’infart de 

miocardi i distingir-la del teixit viable restant.
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Solucions necessàries:

- Àcid fosfomolíbdic:

 1 g d’àcid fosfomolíbdic

 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:

1. Preparar els diferents colorants.

2. Desparafinar i rehidratar amb un protocol estàndard.

3. Rentar la mostra amb aigua corrent durant 5 min.

4. Tenyir amb hematoxilina durant 5 min.

5. Rentar amb aigua corrent.

6. Rentar amb aigua acètica.

7. Rentar amb aigua corrent.

8. Tenyir amb Fucsina de Ponceau durant 5 min.

9. Rentar amb aigua corrent durant aprox. 1 min.

10. Rentar amb aigua acètica durant aprox. 1 min.
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11. Incubar en àcid fosfomolíbdic.

12. Rentar amb aigua acètica durant 1 min.

13. Tenyir amb blau d’anilina durant 5 min.

14. Rentar amb aigua corrent.

15. Rentar amb aigua acètica.

16. Rentar amb aigua corrent.

17. Deshidratar:

 5 min en etanol 70º

 2 x 5 min en etanol 96º

 2 x 5 min en etanol 100º

 20 min xilè

18. Muntar.

Resultats esperats:

- Citoplasma, queratina, fibres musculars i eritròcits- Vermell

- Nuclis- Blau negrós

- Col·lagen- Blau

9. Densitat vascular: tinció amb lectina GSLI B4

Per determinar la densitat vascular a les zones del marge de l’infart i al miocardi 

distal de l’infart, les seccions de cor de ratolí van ser tenyides amb la lectina GSLI B4

seguint el protocol descrit més avall. Com a sistema de detecció es va utilitzar 

l’Alexa Fluor 568 conjugat a estreptavidina (Moleculars Probes).

Es van comptar els capil·lars d’un mínim de 12 camps seleccionats aleatòriament 

(6 de la zona del marge de l’infart i 6 de zones distals) en 2 seccions per animal en un 

total de 9 animals (4 controls i 5 tractats). Es van captar 138 imatges de les mostres 

del marge de l’infart (61 dels controls i 77 dels tractats) i 138 imatges de la regió 

distal (60 dels controls i 78 dels tractats) amb el microscopi confocal de 
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fluorescència Leica SP5 a 630 augments. L’àrea del teixit va ser mesurada en cada 

camp amb el programa d’anàlisi d’imatges ImageJ (NIH). Dos observadors 

independents van realitzar recomptes doble cec de les imatges amb un coeficient de 

correlació intraclasses de 0,821 (p < 0,001) per als recomptes de les imatges del 

marge de l’infart i de 0,743 (p < 0,001) per les imatges de la zona distal. Aquesta 

fiabilitat interobservador va permetre l’obtenció dels resultats a partir dels valors 

promig. Concretament, els valors finals es van obtenir a partir de la mitjana de les 

seccions per no sobredimensionar el tamany de la mostra.

9.1. Tinció amb lectina GSLI B4

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 endotelial
288-291. 

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

Mètode:

1- Assecar les seccions amb l’ajuda d’un ventilador durant 30 min.

2- Recuperació de l’antigen (antigen retrieval): 40 min a 90-100ºC en DAKO 

Antigen Retrieval Solution pH 9. Després deixar refredar 20 min.

3- Rentar les seccions 3 X 5 min en TBS.

4- Rentar les seccions 3 X 10 min en TBS + 0,1% Tritó-X100 (0,1% TBS-T).

5- 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.

6- Atemperar durant 1h a temperatura ambient.
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7- Rentar les seccions 3 X 5 min en 0,1% TBS-T.

8- Incubar les seccions en estreptavidina conjugada amb Alexa568 

(Invitrogen, ref. S11226) en 0,1% TBS-T durant 1h a 37ºC en una cambra 

humida protegida de la llum. Dilució 1:500.

Protegir les seccions de la llum d’ara en endavant.

9- Rentar les seccions 3 X 5 min en TBS.

10- Incubar amb DAPI dilució 1:1000 (solució estoc: 2 g/ml) durant 5 min en 

una cambra humida.

11- Muntar en medi Vectashield (Vector, ref. H-1000).

12- Observació al microscopi i recompte de vasos.

10. Immunohistoquímica en teixit cardíac de rata

Mètode:

1- Assecar les seccions amb l’ajuda d’un ventilador durant 30 min.

2- Fixar en acetona freda (-20ºC) durant 10 min.

3- Rentar les seccions 3 X 10 min en TBS.

4- Rentar les seccions 3 X 10 min en TBS + 0, 5% Tritó-X100 (0, 5% TBS-T).

5- Bloquejar durant 1 h en solució de bloqueig (1% BSA + 5% NGS en TBS-T). 

Posar les seccions a un cambra humida.

6- Incubar les seccions amb l’anticòs primari a la dilució necessària (taula 9) en 

solució de bloqueig O/N a 4ºC en una cambra humida. 

7- Temperar durant 1 h a temperatura ambient.

8- Rentar les seccions 3 X 10 min en 0,25% TBS-T.

9- Incubar les seccions amb l’anticòs secundari (taula 10) 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.
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10- Rentar les seccions 3 X 10 min en TBS.

11- Incubar amb DAPI dilució 1:1000 (solució estoc: 2g/ml) durant 30 min en 

una cambra humida.

12- Rentar les seccions 2 X 5 min en TBS.

13- Muntar en medi Vectashield (Vector, ref. H-1000).

Anticossos primaris utilitzats:

Antigen reconegut
Espècie

hoste
Dilució Casa comercial

HNA Ratolí 1:10 Chemicon

α-actinina sarcomèrica Ratolí 1:500 Sigma

Troponina I cardíaca Conill 2 µg/ml Santa Cruz Bio.

CD31 Conill 1:50 Abcam

Anticossos secundaris utilitzats:

Espècie

reconeguda

Espècie

hoste
Dilució Marcatge Casa comercial

Ratolí Cabra 5 µg/ml Alexa Fluor 568 Molecular Probes

Conill Ase 5 µg/ml Alexa Fluor 568 Molecular Probes

11. Tractament estadístic i anàlisi de dades

Tots els resultats mostrats als gràfics es presenten com la mitjana de duplicats amb la 

corresponent desviació estàndard (SD) o, on s’indiqui, l’error estàndard de la mitjana 

(SEM).

Taula 9. Anticossos primaris i dilucions utilitzades en la immunohistoquímica en 
teixit de rata.

Taula 10. Anticossos secundaris i dilucions utilitzades en la immunohistoquímica en teixit de 
rata.
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Per l’anàlisi estadístic d’un factor es va utilitzar el t-test i la variant Mann-Whitney 

Rank Sum Test amb el programa SigmaStat, versió 3.1. Per la comparació de grups amb 

múltiples factors es va utilitzar l’anàlisi de variància ANOVA multifactorial amb el 

programa SPSS versió 11.0. Es van considerar les diferències com a estadísticament 

significatives quan el valor de p era <0,05.
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RESULTATS

“No n’hi ha prou de saber, 
també cal aplicar. 
No n’hi prou de voler, 
també s’ha de fer.”

Johann Wolfgang von Goethe
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El primer tipus cel·lular que hem estudiat, i que conforma el primer capítol d’aquesta 

tesi, van ser les cèl·lules mare mesenquimals humanes obtingudes a partir del cultiu 

primari de mostres de moll d’os humà. El moll d’os va ser la primera font on es va aïllar 

aquest tipus cel·lular193 amb resultats variables entre els diferents laboratoris297. 

Aquestes diferències en les característiques cel·lulars s’han explicat per diferències en 

l’edat dels pacients, protocols d’obtenció, aïllament, cultiu, etc. Aquest fet ens ha 

obligat a dur a terme una sèrie de caracteritzacions prèvies que, a més, ens han servit 

posteriorment com a paràmetres de referència en l’elecció d’un model cel·lular aplicable 

en un model in vivo d’infart de miocardi. Aquesta caracterització fenotípica ha consistit 

en l’anàlisi de l’expressió de marcadors de superfície, l’avaluació del seu creixement in 

vitro, pluripotencialitat i l’expressió basal de marcadors cardíacs. 

Aquest mateix esquema de treball, però amb tota l’experiència adquirida en les MSC 

derivades de moll d’os, es va seguir en els dos tipus cel·lulars més estudiats en aquesta 

tesi doctoral. Per una banda, les cèl·lules progenitores derivades de teixit adipós 

subcutani (subATPC), que conforma el segon capítol, i amb les quals buscàvem 

solucionar algunes limitacions que havíem trobat amb les MSC derivades de moll d’os. 

Finalment, hem identificat un nou llinatge cel·lular derivat del greix epicàrdic, un teixit 

en contacte íntim amb el cor, i fins ara no descrit. Aquestes cèl·lules, que hem anomenat 

“cèl·lules progenitores derivades de greix epicàrdic” o epiATPC, conformen el tercer 

capítol i tenen el potencial per ser una bona alternativa cel·lular per a la teràpia 

regenerativa aplicada al cor.
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CÈL·LULES MARE MESENQUIMALS

DERIVADES DE MOLL D’OS

1.1. Aïllament i cultiu

Les mostres de moll d’os de l’estern van 

ser processades seguint el protocol descrit 

prèviament a l’apartat de materials i mètodes. 

A partir del dia 3 de cultiu es van observar les 

primeres cèl·lules adherents que presentaven 

una morfologia fibroblàstica (figura 1.1). 

Aquestes MSC inicials foren cultivades i 

enriquides realitzant repetits canvi de medi 

per eliminar les cèl·lules en suspensió. Les cèl·lules van ser expandides fins a 

subconfluència i subcultivades mitjançant mètodes estàndards de tripsinització. Tot el 

conjunt d’experiments descrits a continuació es va realitzar amb cèl·lules mantingudes 

en cultiu durant un temps no superior a passatge 6 (≈ 3 mesos).

1.2. Anàlisi de marcadors de superfície mitjançant citometria de flux

Atesa l’alta heterogeneïtat de poblacions de MSC reportades segons el protocol de 

selecció i cultiu utilitzat208, es va caracteritzar l’expressió de marcadors de superfície 

mitjançant citometria de flux. Els marcadors seleccionats van ser CD105, CD106, 

CD44, CD45, CD166, CD29, CD34, CD14 i CD117 (veure descripció detallada a 

Apèndix I).

D’aquesta manera, s’observà que les MSC obtingudes eren positives per CD105, 

CD44, CD166, CD29 i CD106, i negatives per CD117, CD34, CD45 i CD14 (figura 

1.2a). Aquest patró coincideix amb el descrit per altres grups per aquest tipus de 

cèl·lula mare194, 298.

A més, es va observar com aquest patró d’expressió de marcadors de superfície es 

mantenia estable des del passatge 3 fins al 5. No es va detectar variabilitat en 

l’expressió dels marcadors entre individus (figura 1.2b)

Fig. 1.1. Imatge al microscopi de MSC humanes 
en cultiu (20X).

1
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A banda de la intensitat de fluorescència detectada per cada marcador, també es va 

avaluar el percentatge de cèl·lules que l’expressaven. La figura 1.2c mostra que no 

totes les cèl·lules del cultiu expressaven cadascun dels CDs en la mateixa proporció.

Aquesta variava tot i que de manera estadísticament no significativa amb el temps de 

cultiu in vitro. CD29 va ser una excepció i la població de cèl·lules CD29+ es va reduir 

significativament entre P3 i P4, tot i que a P5 aquesta subpoblació va recuperar el 

percentatge observat a P3. Aquest anàlisi també ens va permetre observar que 

l’expressió de CD117 es limitava a només un 3,1% de les cèl·lules, valor que no és 

representatiu del conjunt de la població.
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Fig. 1.2. a. Histogrames de l’expressió dels marcadors de superfície en les MSC avaluats 
per citometria de flux (cas representatiu a passatge 4). Els marcadors considerats positius 
són aquells la corba ombrejada dels quals (fluorescència de l’anticòs estudiat), supera 
parcial o completament la corba de fons blanc (fluorescència de l’anticòs control d’isotip). 
b. Intensitat de fluorescència dels marcadors avaluats. Els nivells d’expressió es mostren 
com un quocient entre els valors de la mostra i el control negatiu (control d’isotip). Un 
valor superior a 1 indicarà expressió positiva del marcador. c. Gràfica dels percentatges de 
cèl·lules positives dels marcadors de superfície analitzats. Els gràfics b i c es mostren com 
una mitjana de tres casos obtinguts d’individus independents ± SD. *p = 0,039.
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1.3. Determinació de la concentració cel·lular inicial òptima i del temps 

de duplicació

S’ha descrit en diversos treballs que les MSC derivades de moll d’os exhibeixen un 

potencial d’expansió in vitro molt variable299-301. Aquesta variabilitat pot ser deguda a 

molts factors, entre el quals el procediment d’obtenció del moll d’os299-301, la baixa 

freqüència de les MSC al moll d’os302, l’edat i condició del donant300, 303, 304. Un dels 

paràmetres clau, però, en l’establiment d’un cultiu primari és la densitat cel·lular 

inicial. Aquesta pot fer canviar el temps de duplicació i limitar-ne el nombre de 

duplicacions305.

Per conèixer quina era la concentració inicial que donava un creixement òptim i una 

velocitat màxima de creixement de les MSC humanes, es van dur a terme una sèrie 

d’experiments de proliferació cel·lular. D’aquesta manera, es van sembrar diferents 

concentracions inicials (1000, 2000, 4000 i 6000 cèl·lules viables/cm2) i es va analitzar 

la concentració de cèl·lules viables en els temps indicats fent servir la tinció amb blau 

de tripà i contades amb un hemocitòmetre.

La figura 1.3 mostra com el creixement de les MSC derivades de moll d’os és força 

limitat. Durant els primers 14 dies de cultiu, es pot observar un cert creixement 

exponencial que esdevé més pronunciat en aquells casos en què la concentració de 

cèl·lules inicial és baixa. La corba de creixement amb el pendent més pronunciat es 

correspon a la d’una concentració cel·lular inicial de 1000 cèl·lules/cm2. Aquesta 

concentració permet arribar a la confluència en uns 15 dies.

Fig. 1.3. Corbes de creixement de les MSC derivades de moll d’os a 
diferents densitats inicials. Les MSC van ser cultivades per duplicat a 
diferents densitats inicials, entre 1000 i 6000 cèl·lules/cm2, i es van contar 
les cèl·lules viables als punts indicats. Els resultats s’expressen com la 
mitjana ± SEM.
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Aquesta concentració inicial de 1000 cèl·lules/cm2 va permetre establir les 

condicions òptimes pel cultiu de les MSC i va ser utilitzada en el manteniment i en el 

conjunt d’experiments que conformen l’estudi de les cèl·lules mesenquimals 

utilitzades en aquesta tesi.

Per l’obtenció d’una estimació numèrica de la velocitat de creixement i el temps de 

duplicació de les MSC humanes en cada una de les concentracions inicials anteriors, 

es van linealitzar les parts de les corbes de creixement corresponents al creixement 

exponencial (1-14 dies) (figura 1.4).

Les equacions obtingudes a partir de la linealització dels creixements foren les 

següents:

C0 = 1000 cèl·lules viables/cm2 y = 7,108 + 0,159x r2 = 0,9307

C0 = 2000 cèl·lules viables/cm2 y = 7,680 + 0,102x r2 = 0,9728

C0 = 4000 cèl·lules viables/cm2 y = 8,236 + 0,062x r2 = 0,9598

C0 = 6000 cèl·lules viables/cm2 y = 8,690 + 0,040x r2 = 0,9973

Fig. 1.4. Linealització de les corbes de creixement de MSC humanes en
cultiu a partir de concentracions cel·lulars inicials diferents.

Temps (dies)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

C
on

ce
nt

ra
ci

ó 
de

 c
èl

·lu
le

s 
vi

ab
le

s 
(c

èl
·lu

le
s/

cm
2 )

e6

e7

e8

e9

e10

1000 cèl·lules/cm2

2000 cèl·lules/cm2

4000 cèl·lules/cm2

6000 cèl·lules/cm2



110

A partir del pendent de la recta de regressió de les equacions de linealització es va 

poder calcular la μm o velocitat màxima de creixement (equació 1.1). 

              

Les μm obtingues per cada concentració cel·lular inicial són les següents (taula 1):

C0 (cèl·lules viables/cm2) µm (dies-1)
1000 0,159
2000 0,102
4000 0,062
6000 0,040

Aplicant l’equació 1.2 i amb la μm obtinguda anteriorment es va calcular el temps 

de duplicació de les MSC humanes en funció de la seva concentració inicial.

Els temps de duplicació obtinguts per cada concentració cel·lular inicial foren els 

següents (taula 2):

C0 (cèl·lules viables/cm2) Td (dies)
1000 4,36
2000 6,80
4000 11,18
6000 17,33

Com es va poder observar, el temps de duplicació de les MSC humanes 

s’incrementava a mesura que augmentava la concentració cel·lular inicial. Així, la 

concentració cel·lular inicial de 1000 cèl·lules viables per centímetre quadrat tenia un 

temps de duplicació més baix (td = 4,36 dies). Novament, es confirmava que aquesta 

concentració cel·lular inicial era l’òptima per al cultiu in vitro de les MSC humanes 

derivades de moll d’os.

Eq. 1.1regressióderectaladePendent 
)(


Temps

viablesLn
m

m
2Ln 

 t(dies)duplicaciódeTemps d  Eq. 1.2

Taula 1. μm de les MSC derivades de moll d’os en funció 
de la concentració cel·lular inicial.

Taula 2. Td de les MSC derivades de moll d’os en funció 
de la concentració cel·lular inicial.
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1.4. Anàlisi de la capacitat pluripotencial de les MSC humanes

En relació amb l’anàlisi de la pluripotencialitat de les MSC, els canvis morfològics 

induïts per la diferenciació adipogènica al cap dels 15 dies de tractament amb medi 

adipogènic foren evidents. Tal com es pot observar a la figura 1.5a i b, el citoplasma 

de les MSC tractades es tenyia de color vermell amb el colorant específic Oil Red O

indicant l’acumulació de vacuoles lipídiques intracel·lulars. En canvi, les cèl·lules 

control, cultivades amb medi estàndard, no acumulaven vacuoles lipídiques (figura 

1.5c). 

Després d’incubar les cèl·lules amb el medi de diferenciació osteogènic, es va 

avaluar la deposició de matriu mineralitzada observant-se, una gran quantitat de 

nòduls mineralitzats que recobrien quasi per complet tota la superfície del cultiu 

(figura 1.5d i e).

a b c

d e f

Fig. 1.5. Inducció de la diferenciació adipogènica i osteogènica de les MSCs a passatge 2, a les 4 setmanes de 
tractament. a, b. Imatges corresponents a la diferenciació adipogènica aconseguida tenyides amb Oil red O; c. 
Control negatiu de diferenciació adipogènica (cèl·lules no tractades). d, e. Imatges de diferenciació osteogènica. 
f. Control negatiu de diferenciació osteogènica (cèl·lules no tractades). a, c-f (10X); b (20X).
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1.5. Estudi del potencial cardiogènic de les MSC humanes 

1.5.1. Anàlisi de l’expressió basal de marcadors cardíacs

S’estudià l’expressió basal de proteïnes cardíaques mitjançant 

immunocitofluorescència. S’utilitzaren anticossos específics contra dos factors de 

transcripció cardíacs: GATA-4 i Nkx-2.5; tres proteïnes del sarcòmer dels 

cardiòcits: cadena pesada de la β-miosina (β-MHC), troponina I cardíaca (cTnI) i α-

actinina sarcomèrica; i dues proteïnes que participen en l’aparell electromecànic de 

les cèl·lules cardíaques: connexina-43 (Cx-43) i SERCA-2 (veure descripció 

detallada a Apèndix II).

Com a resultat, es va observar que les MSC expressaven GATA-4 i que aquest 

important factor de transcripció cardíac es localitzava bàsicament al nucli de les 

cèl·lules (figura 1.6a). Per contra, es va observar l’absència de Nkx2.5 (figura 1.6b). 

La figura 1.6 també mostra com ambdós marcadors es troben altament expressats 

en els controls positius de l’experiment corresponents a cardiòcits humans aïllats 

(figura 1.6c i d).
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GATA-4 Nkx-2.5

Fig. 1.6. Imatges de MSC, cultivades 7 dies en medi estàndard, al microscopi 
confocal de fluorescència (a i b) i d’un cardiòcit porcí neonatal aïllat com a 
control positiu d’expressió (c i d). Tinció contra GATA-4 en verd (a) i vermell 
(c). En el panell (b) s’observa, en verd, la tinció contra Nkx-2.5 i en blau tinció 
amb Hoescht de nuclis de les cèl·lules.
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Seguidament, es va estudiar l’expressió de proteïnes claus en l’estructura 

sarcomèrica dels cardiòcits com són la β-MHC, la troponina I i la α-actinina per 

part de les MSC humanes. Com es pot veure a les figures 1.7a i e, no es va observar

expressió ni de troponina I ni de β-MHC, però sí de α-actinina sarcomèrica (figura 

1.7c). A més, en els cultius analitzats, es va observar que la localització subcel·lular 

de la α-actinina en les MSC no seguia el mateix patró de distribució que s’observa 

en un cardiòcit, on aquesta proteïna està integrada en l’estructura sarcomèrica 

(figura 1.7d). 

Fig. 1.7. Immunocitoquímiques de MSC (a, c i e) i cardiòcits (b, d i f) observades al microscopi 
confocal de fluorescència. a i b. Tinció contra troponina I cardíaca (vermell). c i d. Marcatge
contra α-actinina sarcomèrica (verd). e i f. Tinció contra -MHC (verd). En a, c i e el nucli de les 
MSC s’ha tenyit amb Hoescht (blau). 
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Pel que fa a SERCA-2 i Cx-43, dues proteïnes importants que formen part dels 

canals iònics i de les gap junctions dels cardiòcits, es va detectar expressió basal 

d’ambdues proteïnes per part de les MSC humanes (figura 1.8a i c). La seva 

distribució subcel·lular, però, era diferent a la mostrada pels cardiòcits (figura 1.8b i 

d). Així, la Cx-43 (figura 1.8a) s’expressava lleument i es distribuïa de manera

difusa pel citoplasma de les MSC mentre que en els cardiòcits la proteïna es 

concentra als extrems de la cèl·lula, on s’hi localitzen principalment les gap 

junctions (figura 1.8b). En relació amb SERCA-2, aquesta es distribuïa de manera

uniforme al citoplasma de les MSC humanes (figura 1.8c). En canvi en el cardiòcit, 

aquesta bomba de calci, es troba distribuïda seguint un patró estriat al llarg de tota 

la cèl·lula d’acord amb la seva localització a la membrana del reticle sarcoplasmàtic 

(figura 1.8d).

Fig. 1.8. Imatges de MSC (a i c) i cardiòcits (b i d) sota el microscopi confocal de 
fluorescència. a i b. Connexina-43 (verd). c i d. SERCA-2 (verd). En a i c el nucli de 
les MSC s’ha tenyit amb Hoescht (blau).
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1.5.2. Diferenciació cardiogènica de les MSC humanes: tractament amb 5-aza

La diferenciació cardiomiogènica de les MSC es va induir afegint la 5-

azacitidina al medi de cultiu durant 15 dies. Com a resultat, es va detectar un 

augment en l’expressió de connexina-43 i β-MHC (figura 1.9). Com s’ha descrit en 

l’apartat anterior, aquestes proteïnes no s’expressaven o ho feien de manera molt 

lleu en les MSC humanes en condicions basals. Aquest augment en l’expressió de 

la β-MHC, però, no va anar acompanyat d’una organització estructurada en forma 

sarcomèrica, i tampoc s’observà una clara distribució de la Cx-43 en els extrems de 

la cèl·lula com succeeix en els cardiòcits.

L’efecte observat de la 5-aza sobre l’expressió de la Cx-43 es va corroborar 

mitjançant western-blot (figura 1.10). En aquests mateixos experiments, no es va 

detectar canvis en l’expressió de la troponina I cardíaca.

b

d

a

c

Fig. 1.9. Imatges de MSC control (a i c) i tractades amb 5-aza (b i d) al microscopi 
confocal de fluorescència. a i b. Tinció contra β-MHC en vermell. c i d. Tinció contra 
connexina-43 en verd. En c i d el nucli de les MSC s’ha tenyit amb Hoescht (blau).
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Fig. 1.10. Expressió de proteïnes cardíaques en MSC humanes tractades 
amb 5-aza (10µM) i control analitzades per western-blot. 
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En conclusió, el grau de diferenciació cardiomiogènica assolit a les MSC 

després del tractament amb 5-aza va ser limitat i caracteritzat per un augment de les 

proteïnes Cx-43 i β-MHC. Aquestes dades, juntament amb la dificultat per obtenir 

grans quantitats de cèl·lules i la seva baixa velocitat de creixement, ens va portar a 

buscar fonts cel·lulars alternatives.
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CÈL·LULES MARE DERIVADES

    DE TEIXIT ADIPÓS SUBCUTANI

El teixit adipós, com el moll d’os, deriva de la mesènquima embrionària. La seva 

obtenció, però, és més fàcil i a més, amb freqüència, es troba en grans quantitats en 

l’èsser humà adult. Altres grups han obtingut gran quantitat de cèl·lules amb unes 

característiques molt similars a les MSC derivades de moll d’os i amb resultats força 

prometedors quan aquestes s’utilitzen en el camp de la regeneració miocàrdiaca227, 306.

2.1. Aïllament i cultiu

Es van obtenir biòpsies del greix subcutani situat entre la pell i l’esternó d’un total 

de 118 pacients sotmesos a cirurgia cardíaca. La mitjana d’edat dels pacients va ser de 

67,52 ± 9,21 anys.

Les cèl·lules mare derivades de teixit adipós subcutani (subATPC, Subcutaneous 

Adipose Tissue Progenitor Cells) es van aïllar per digestió amb col·lagenasa (veure 

Materials i mètodes). A les 24h, s’observaren cèl·lules fusiformes adherides que van 

ser rentades a les 48h per eliminar restes de teixit i cèl·lules en suspensió. Les cèl·lules 

seleccionades es cultivaren a 37ºC i 5% CO2 en medi complet de cultiu (-MEM + 

10% FBS + 1% P/S) i expandides fins a arribar a subconfluència i subcultivades 

mitjançant mètodes estàndards de tripsinització. El conjunt d’experiments es va dur a 

terme amb cèl·lules mantingudes en cultiu durant un temps no superior a passatge 5 

(≈2 mesos).

2.2. Anàlisi de marcadors de superfície mitjançant citometria de flux

Com a resultat, es va observar que les subATPC expressaven els marcadors CD105, 

CD44, CD106, CD29 i CD90; i eren negatives per CD117, CD106, CD34, CD45 i 

CD14 (figura 2.1). La manca d’expressió de CD106 (marcador associat funcionalment 

amb l’hematopoesi) era un tret diferenciador del patró d’expressió obtingut per les

MSC derivades de moll d’os. Aquest resultat és consistent amb el fet que aquestes 

cèl·lules resideixen en un teixit no hematopoètic219. 

2
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A més, aquest patró d’expressió es va mantenir al llarg del temps de cultiu amb

relació als valors d’intensitat de fluorescència (figura 2.2).

CD105-FITC

101100 102 103 104

CD44-FITC

101100 102 103 104

CD166-PE

101100 102 103 104

CD29-PE

101100 102 103 104
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CD14-FITC

101100 102 103 104

CD117-PE

101100 102 103 104

CD106-FITC

101100 102 103 104

CD34-PE

101100 102 103 104

CD90-PE

101100 102 103 104

Fig. 2.1. Histogrames de l’expressió dels diferents 
marcadors de superfície en les subATPC avaluats per 
citometria de flux (cas representatiu a passatge 2). 
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Fig. 2.2. Gràfica comparativa de la intensitat de fluorescència dels diferents 
marcadors de superfície analitzats en les subATPC a passatges 2 i 5. Els 
resultats es mostren com la mitjana de tres casos d’individus diferents ± SD.
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El percentatge de cèl·lules positives en la població també es va mantenir constant 

durant el temps de cultiu (figura 2.3) demostrant l’homogeneïtat fenotípica de les 

cèl·lules aïllades. El canvi d’expressió més destacat, tot i no ser estadísticament 

significatiu (p = 0,057), es corresponia al CD105 que es perdia lleugerament a temps 

llargs de cultiu.

2.3. Determinació del temps de duplicació

Les corbes de creixement obtingudes per les subATPC van permetre calcular el 

temps de duplicació d’aquesta població. Les subATPC a passatge 2 i a una 

concentració inicial de 1000 cèl·lules/cm2 mostraven un temps de duplicació de 3,1 ± 

0,03 dies (figura 2.4a). La morfologia fusiforme de les cèl·lules a l’inici del cultiu va 

evolucionar amb el temps cap a una forma més irregular i mida més gran (figura 2.4b). 
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Fig. 2.3. Gràfica del percentatge de les subATPC positives pels diferents marcadors de 
superfície analitzats per triplicat a passatges 2 i 5.
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2.4. Anàlisi de la pluripotencialitat de les subATPC

A la figura 2.5a podem observar com les subATPC, després de 15 dies de 

tractament amb medi adipogènic, es van tenyir de vermell amb el colorant Oil red O

indicant la presència de vacuoles lipídiques a l’interior de les cèl·lules, fet que 

evidenciava la diferenciació adipogènica de les cèl·lules seleccionades.

Per contra, les subATPC no van diferenciar cap a osteòcits. La figura 2.5c mostra 

subATPC després de 15 dies de tractament amb medi osteogènic i la seva posterior 

tinció amb vermell d’alizarina. Com es pot observar, tot i evidenciar-se un canvi en la 

Fig. 2.4. a. Corbes de creixement de les subATPC aïllades a partir de mostres de dos individus. Les 
subATPC van ser cultivades per duplicat a una densitat inicial de 1000 cèl·lules/cm2, i es van contar les 
cèl·lules viables als punts indicats mitjançant la tinció amb blau de tripà. Els resultats mostrats són de 
dos casos representatius i s’expressen com la mitjana ± SEM. b. Imatges representatives del creixement 
de les subATPC a diferents dies (10x).
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seva morfologia, no es van observar dipòsits de calci indicant un grau de diferenciació 

incomplet.

2.5. Anàlisi de l’expressió basal de marcadors cardíacs en les 

subATPC

Es va estudiar l’expressió de marcadors cardíacs en les subATPC a passatges 2 i 5 

en condicions basals mitjançant PCR a temps real, western blot i 

immunocitofluorescència. Com es mostra a la figura 2.6a, les cèl·lules expressaven els 

trànscrits pels gens de la α-actinina sarcomèrica, SERCA-2, connexina-43 i Tbx5, i per 

contra no mostraven expressió gènica de β-MHC, cTnI, Isl-1, GATA-4 i Nkx-2.5. 

A nivell proteic, l’expressió de α-actinina sarcomèrica, SERCA-2 i Cx-43 només va 

ser detectada per western blot a passatge 5 (figura 2.6b). Aquests resultats es van 

confirmar per immunocitofluorescència (figura 2.6c-d), experiments en què també es 

va detectar molt lleument el factor de transcripció cardíac Tbx5 (figura 2.6c).

a b

dc

Fig. 2.5. Inducció de la diferenciació adipogènica i osteogènica de les cèl·lules 
progenitores derivades de greix subcutani a passatge 2, a les dues setmanes de
tractament. a. Imatge de la diferenciació adipogènica aconseguida tenyides amb Oil red 
O; b. Control negatiu de diferenciació adipogènica (cèl·lules no tractades). c. Imatge de 
diferenciació osteogènica. d. Control negatiu de diferenciació osteogènica (medi control). 
a (10X); b-d (20X).
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En conclusió, les subATPC malgrat mostrar una millor velocitat de creixement, no 

expressaven basalment ni GATA-4 ni Nkx-2.5, dos factors de transcripció cardíacs 

claus. A més, la seva pluripotencialitat es trobava limitada cap a llinatge adipogènic, 

demostrant una menor plasticitat que les MSC derivades de moll d’os i que 

probablement, la seva funció és la de mantenir l’homeòstasi del teixit adipós.

Fig. 2.6. Anàlisi de l’expressió basal de gens cardíacs de les subATPC. a. La PCR a temps real va ser utilitzada per 
determinar l’expressió a passatges 2 (P2) i 5 (P5) dels gens α-actinina sarcomèrica (a-actinina), cadena pesada de la -
miosina (b-MHC), troponina I cardíaca (cTnI), GATA-4, Nkx-2.5, SERCA-2, connexina-43 (Cx-43), Tbx-5 i islet-1 (isl-1) 
utilitzant el mètode Ct (DCt). L’expressió gènica va ser normalitzada amb el gen GAPDH. Els valors corresponen a la 
mitjana de 4 experiments realitzats per duplicat ± SEM. La línea llindar (Zero) equival a una expressió en un cicle igual o 
superior a 40, per sota d’aquesta línea l’expressió del gen es considera indetectable. b. Western blot de proteïnes 
cardíaques expressades per les subATPC a passatges 2 i 5. c-d. Expressió basal de gens cardíacs per immunocitoquímica 
de les subATPC en cultiu a passatge 5. c. Tbx-5 (puntejat verd nuclear, les fletxes blanques mostren nuclis on s’observa 
expressió) i connexina-43 (puntejat vermell). d. α-actinina sarcomèrica (vermell). e. SERCA-2 (verd) i GATA-4 (vermell). 
f. β-MHC (verd) i cTnI (vermell).
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CÈL·LULES PROGENITORES DERIVADES

DE TEIXIT ADIPÓS EPICÀRDIC

En l’anterior capítol, s’ha descrit com les subATPC mostren una millor velocitat de 

creixement en comparació amb les MSC derivades de moll d’os però una pobre 

capacitat de diferenciació (restringida unipotencialment a adipocits), la no expressió 

basal de factors de transcripció claus en la diferenciació cardíaca com GATA-4 o 

Nkx2.5, i la baixa expressió, en general, de la resta de gens cardíacs estudiats. En 

resum, el greix subcutani és un bon teixit per la seva abundància i millor capacitat 

proliferativa de les seves cèl·lules però els seus progenitors no mostren potencial 

cardiomiogènic in vitro.

Anteriorment, en alguns estudis tant in vitro (experiments de cocultiu amb cardiòcits 

neonatals) com in vivo (experiments de trasplantament de cèl·lules al cor), s’havia 

demostrat que l’ambient i el contacte amb cardiòcits, podia induir la diferenciació 

cardiomiogènica de diferents tipus de cèl·lules progenitores o mare. 

Per aquestes raons es va buscar una nova font alternativa de cèl·lules: el teixit adipós 

epicàrdic. Com mostrarem a continuació, i a partir de mostres obtingudes dels mateixos 

pacients que en l’apartat anterior, es van aïllar, caracteritzar i descrire una nova població 

de cèl·lules progenitores derivades de teixit adipós epicàrdic (epiATPC) amb unes 

propietats úniques que ens va permetre escollir-les com el tipus cel·lular ideal per ser 

implantades en dos models animals d’infart de miocardi. A més, aquest nou tipus 

cel·lular va donar lloc a una patent nacional (P200702205) i internacional 

(PCT/ES2008/000543).

3
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3.1. Aïllament, cultiu i clonogenicitat

Es van obtenir mostres del teixit adipós epicàrdic 

situat a la base de l’aorta (figura 3.1a). Aquestes 

mostres procedien dels mateixos pacients i en el 

mateix moment dels quals es recollien les mostres de 

teixit adipós subcutani descrit en l’apartat anterior (n 

= 118; 67,52 ± 9,21 anys). 

Les cèl·lules van ser obtingudes seguint el 

protocol descrit a Materials i mètodes. Aquestes eren 

cultivades in vitro i seleccionades per adherència a 

les 48h realitzant rentats per eliminar les cèl·lules en 

suspensió. Les cèl·lules adherides mostraven una 

morfologia fusiforme (figura 3.1b) i van ser 

cultivades i expandides per dur a terme tots els 

experiments durant un temps de cultiu no superior a 

passatge 5 (≈ 3 mesos).

En un assaig de clonogenicitat, 7 dels 9 clons obtinguts van creixer i formar 

colònies.

3.2. Anàlisi de marcadors de superfície mitjançant citometria de flux

Es van analitzar les cèl·lules obtingudes a partir de tres casos diferents i el patró en 

tots els casos va seguir el cas respresentatiu mostrat a la figura 3.3a. Com a resultat, es 

va observar que les epiATPC eren marcadament positives per CD105 (10,71 ± 3,5), 

CD44 (26,29 ± 2,0), CD166 (11,78 ± 2,1), CD29 (8,5 ± 2,6) i CD90 (289,5 ± 77,7), 

lleugerament per CD117 (2,4 ± 2,1) i CD34 (2,9 ± 2,3) i negatives per CD106 (1,0 ± 

a

b

Fig. 3.1. a. Fotografia del greix 
epicàrdic envoltant el cor del qual se 
n’obtenia una biòpsia. b. Imatge de 
les epiATPC obtingudes en cultiu.

Fig. 3.2. Imatge d’un clon d’epiATPC a les 48h (a) i la seva evolució temporal (b-d); 20X.

a b c d
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0,0), CD45 (1,0 ± 0,0) i CD14 (1,0 ± 0,0) (figura 3.3b). L’expressió de CD117 i CD34 

es limitava a només un 2,8 i un 11,1%, respectivament de la població cel·lular i 

aquesta expressió es reduia notablement a passatge 5 respecte els valors obtinguts a 

passatge 2 (figura 3.3c). La resta del patró d’expressió dels marcadors de superfície en 

els epiATPC es mantenia estable al llarg del cultiu.
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Fig. 3.3. a. Histogrames de l’expressió dels diferents marcadors de superfície en les epiATPC avaluats per 
citometria de flux (cas representatiu a passatge 2). b. Gràfica on es mostra la intensitat de fluorescència dels 
diferents marcadors de superfície avaluats a passatges 2 i 5. c. Gràfica comparativa dels percentatges de cèl·lules 
positives dels marcadors de superfície analitzats.
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3.3. Determinació del temps de duplicació

El temps de duplicació va ser determinat, com en els casos anteriors, mitjançant una 

corba de creixement realitzada durant 16 dies a partir de 4 casos obtinguts d’individus 

diferents. Els recomptes de cèl·lules viables es van realitzar a diferents dies per 

duplicat mitjançant el mètode de tinció amb blau de tripà i contant amb la cambra de 

Neubauer al microscopi òptic. 

Com es pot observar a la figura 3.4a, les epiATPC mostraven una velocitat de 

creixement limitada que es va traduir en un temps de duplicació de 5,1 ± 0,12 dies. La 

seva morfologia es va mantenir fibroblàstica al llarg del temps de cultiu (figura 3.4b).
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Fig. 3.4. a. Corbes de creixement representatives de 2 casos d’epiATPC. Les cèl·lules es van cultivar per 
duplicat a una densitat inicial de 1000 cèl·lules/cm2, i es van contar les cèl·lules viables als punts indicats 
mitjançant la tinció amb blau de tripà. Els resultats mostrats corresponen a dos casos representatius i 
s’expressen com la mitjana ± SEM. b. Imatges representatives del creixement de les epiATPC a 
diferents dies (10X).
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3.4. Anàlisi de la pluripotencialitat de les epiATPC

Per tal d’estudiar la capacitat pluripotencial de les epiATPC, es va induir la seva 

diferenciació cap als llinatges adipogènic i osteogènic. Les epiATPC van ser tractades 

amb medi de diferenciació adipogènic durant 4 setmanes, moment en el qual es va 

analitzar l’acumulació de vacuoles lipídiques característica dels adipòcits mitjançant la 

tinció específica amb Oil red O. A les imatges a, b i c de la figura 3.5 es pot observar 

com les epiATPC no es van tenyir de color vermell o ho van fer amb molt poca 

freqüència, evidenciant la no acumulació de lípids dins del seu citoplasma. El control 

negatiu, les mateixes cèl·lules però cultivades durant el mateix període de temps en 

condicions control, tampoc va mostrar signes de diferenciació adipogènica.

De la mateixa manera, es va afegir medi osteogènic a les epiATPC per induir-ne la 

seva diferenciació osteogènica. Al cap de 4 setmanes de tractament, les cèl·lules es van 

fixar i tenyir amb el colorant vermell d’alizarina per detectar la presència de dipòsits 

de calci característics dels osteòcits. A la figura 3.5d, observem que les cèl·lules no es 

tenyien de vermell, de la mateixa manera que el control negatiu (figura 3.5e), fet que 

indicava que les epiATPC no es diferenciaren tampoc cap a osteòcit.

Fig. 3.5. Inducció de la diferenciació adipogènica i osteogènica de les epiATPC a 
passatge 2, a les 4 setmanes de tractament. a-c. Imatges de les epiATPC tractades 
amb medi adipogènic tenyides amb Oil red O, d. Control negatiu de diferenciació 
adipogènica (medi complet). e. Imatge de les epiATPC tractades amb medi 
osteogènic. f. Control negatiu de diferenciació osteogènica (medi complet). a, d, e i 
f (10X); b i c (20X).
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3.5. Estudi del potencial cardiogènic de les epiATPC

3.5.1. Anàlisi de l’expressió basal de marcadors cardíacs

L’expressió basal de proteïnes cardíaques en les epiATPC va ser avaluada a 

nivell gènic per PCR a temps real i a nivell proteic per western blot i 

immunocitofluorescència a passatges 2 i 5.

Així, es va observar que les epiATPC expressaven transcrits pels gens cardíacs 

α-actinina sarcomèrica, GATA-4, SERCA-2, connexina-43 i Tbx5 a passatge 2 

(figura 3.6a). A passatge 5 de cultiu, aquest patró d’expressió es mantenia i es 

començava a detectar expressió de la cadena pesada de la β-miosina i troponina I 

cardíaca. 

A nivell de proteïna, es va confirmar l’expressió de α-actinina sarcomèrica, Cx-

43 i GATA-4 a passatge 2 però no de SERCA-2 (figura 3.6b). En canvi, sí que es 

va corroborar l’expressió de la resta de proteïnes de les quals s’havia detectat el 

transcrit a passatge 5, tant per western blot com per immunocitofluorescència. 

Mitjançant immunocitofluorescència, es va observar que l’expressió dels factors 

de transcripció GATA-4 i Tbx5 tenia una localització preferentment nuclear (figura 

3.6c i d), l’expressió de Cx-43 exhibia el característic patró de distribució puntejat 

observat en les MSC i subATPC amb una distribució difusa d’aquesta proteïna al 

llarg de tota la membrana plasmàtica. β-MHC, SERCA-2 i α-actinina també es 

distribuien predominantment pel citoplasma (figura 3.6d-f). No es va observar una 

organització sarcomèrica de cap de les proteïnes analitzades.
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Fig. 3.6. a. Expressió gènica de les epiATPC analitzada per PCR a temps real a passatges 2 i 5 dels gens α-actinina 
sarcomèrica (a-actinina), cadena pesada de la -miosina (b-MHC), troponina I cardíaca (cTnI), GATA-4, Nkx-2.5, SERCA-
2, conexina-43, Tbx-5 i islet-1 (isl-1) utilitzant el mètode Ct (DCt). L’expressió gènica va ser normalitzada amb el gen 
endogen GAPDH. Els valors es representen com la mitjana ± SEM de quatre experiments amb casos diferents realitzats per 
duplicat. Zero indica el mínim nivell d’expressió detectable per l’aparell (40 cicles). b. Western blot de les proteïnes 
cardíaques estudiades a passatges 2 (P2) i 5 (P5) ordenades segons el seu pes molecular; el control positiu (Ctrl +) 
correspon a proteïnes de teixit cardíac ventricular. La quantitat de proteïna total carregada al gel s’ha normalitzat respecte 
α-actina. c-f. Imatges al microscopi confocal de fluorescència de les epiATPC a passatge 5 marcades amb els anticossos 
contra c. GATA-4 (verd) i Cx-43 (puntejat vermell). d. α-actinina sarcomèrica (verd) i Tbx5 (puntejat nuclear vermell). e.
SERCA-2 (vermell). f. -MHC (vermell), cantonada superior-esquerra: zoom. A les imatges c i d podem observar a les 
seves respectives cantonades superiors-esquerra la mateixa imatge però amb la tinció nuclear amb DAPI (blau).
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3.5.2. Diferenciació cardiogènica de les epiATPC: cocultiu amb cardiòcits de 

rata neonatal

La diferenciació cardiogènica de les epiATPC a passatge 2 es va induir

mitjançant el seu cocultiu amb cardiòcits neonatals de rata. Aquest mètode de 

diferenciació cardiogènica havia demostrat ser efectiu en altres tipus cel·lulars143, 

268, 269. 

Per poder identificar les epiATPC dins els cocultius, van ser transfectades

prèviament amb la proteïna verda fluorescent (GFP) mitjançant lentivirus 

recombinants.

Com a resultat, les epiATPC-GFP (fluorescència verda) expressaven α-actinina 

sarcomèrica, GATA-4, SERCA-2 i Cx-43 com ja s’havia descrit en condicions 

basals. Els nivells d’expressió de GATA-4 i SERCA-2 eren similars als observats 

en els cardiòcits adjacents. La Cx-43 va mostrar una distribució en un puntejat difús 

que és concentrava amb major densitat als marges de les cèl·lules epicàrdiques. Les 

epiATPC-GFP, al cap de 2 setmanes de cocultiu, també van mostrar expressió de 

novo de troponina I cardíaca (cTnI) i cadena pesada de la β-miosina (figura 3.7).

L’expressió de totes les proteïnes es va mantenir fins al final de l’experiment (4 

setmanes).

En conclusió, els factors secretats i el contacte directe amb els cardiòcits de rata 

neonatal van induir la diferenciació cardiomiogènica en les epiATPC evidenciada 

per un augment de l’expressió de les proteïnes cardioespecífiques ja expressades 

basalment per aquestes cèl·lules i per l’expressió de novo de proteïnes com la 

troponina I cardíaca i la cadena pesada de la β-miosina. A més, aquesta expressió 

va anar acompanyada d’un cert grau d’organització subcel·lular similar al sarcòmer 

estriat dels cardiòcits (figura 3.7q). També es va observar un augment de la mida de 

les cèl·lules i l’aparició d’epiATPC-GFP multinucleades (figura 3.7v).
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Fig. 3.7. Imatges al microscopi confocal de fluorescència de les epiATPC-eGFP a passatge 2 en cocultiu amb 
cardiòcits de rata neonatal. a, e, i, o i s. epiATPC-GFP (verd); b, f i j. Troponina I cardíaca (vermell); c. Cadena 
pesada de la β-miosina (β-MHC; vermell); g. Nuclis (DAPI, blau); l, m i n. Talls en z de la regió marcada amb una 
línea discontínua de les imatges h, k i r, respectivament; p. Connexina-43 (Cx-43, vermell); q. α-actinina 
sarcomèrica (α-actinina, cian); t. SERCA-2 (vermell); u. GATA-4 (cian); d, h, k, r i v. Superposicions de les 
imatges que tenen a la seva esquerra mostrant el grau de colocalització entre les proteïnes detectades en cada cas.
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3.6. Diferenciació endotelial de les epiATPC:

En la isquèmia miocàrdica aguda no només es perden cardiòcits. S’ha observat

també la degeneració, entre d’altres, de les estructures vasculars de la regió afectada 

del ventricle. La formació de nous vasos es restringeix al miocardi viable i la densitat 

capil·lar esdevé menor a la zona del marge de l’infart que a les zones distals del 

ventricle infartat307. Per tant, per reconstituir un miocardi sa és necessari potenciar la 

generació de nous vasos, integrats estructural i funcionalment amb el miocardi sa, per 

crear una circulació col·lateral en les àrees on el bloqueig de les artèries coronàries 

depriven al múscul cardíac d’un reg sanguini suficient.

Aquest apartat tenia com objectiu comprovar in vitro si les epiATPC en l’ambient 

adequat adquirien característiques pròpies de cèl·lula endotelial.

Les epiATPC en condicions basals mostraven una expressió limitada de marcadors 

endotelials (figura 3.8a). Per altra banda, no mostraven capacitat de captació i ràpida

metabolització de la Dil-Ac-LDL, característica de les cèl·lules endotelials (figura 

3.8b).

Fig. 3.8. a. Expressió basal de gens endotelials i proangiogènics analitzats per duplicat mitjançant PCR a 
temps real (veure descripció detallada a Apèndix III). Els resultats es mostren com la inversa del cicle llindar
mitjà (Ct) per donar uns valors directament proporcionals al nivell d’expressió. La línia vermella marca el 
límit de detecció de l’aparell i que equival a 40 cicles. b. Imatges al microscopi confocal de fluorescència de 
epiATPC incubades durant 4h amb 10 µg/ml de Dil-Ac-LDL.
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El cultiu de les epiATPC amb el medi EGM-2 (veure Materials i mètodes) induia 

un augment de 120 vegades en l’expressió de SDF-1 (factor que promou la migració 

de les cèl·lules progenitores endotelials afavorint la vasculogènesi a la zona308-310), 

augmentava la molècula d’adhesió CD31 (>15 vegades) i EGR-1 i 3 (10 i 16 vegades,

respectivament). En menor quantitat, però, importants per la seva implicació funcional 

també van augmentar la seva expressió CD34, VEGF-α, VCAM-1 i VE-caderina

(figura 3.9a).

A més, al cap de 15 dies de cultiu amb medi EGM-2, les epiATPC també van 

captar i metabolitzar gran quantitat de Dil-Ac-LDL, alliberant el Dil que s’acumula a 

les membranes intracel·lulars donant la fluorescència vermella, tal i com es pot 

observar a la figura 3.9b.

Seguidament, el patró d’expressió de gens endotelials i proangiogènics adoptat per 

les epiATPC va ser comparat amb el de les cèl·lules endotelials HUVEC (cèl·lules 

endotelials de la vena umbilical humana). Ambdós tipus cel·lulars presentaven en 

cultiu nivells similars d’expressió de CD34, CD36, VEGF-α, VCAM-1 i EGR-3. No 

obstant això, les cèl·lules HUVEC mostraven una major expressió de CD133, CD102, 

vWF i VE-caderina. Es va observar també, una major expressió del gen de resposta 
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Fig. 3.9. a. Detecció per PCR a temps real dels canvis en l’expressió de gens característics de les cèl·lules 
endotelials en les epiATPC després de 15 dies de tractament amb el medi de diferenciació endotelial. b. Imatges 
de la captació per part de les epiATPC de la Dil-Ac-LDL observada al microscopi confocal de fluorescència al 
dia 15 de tractament. *2-ΔΔCT.
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primerenca EGR-1 per part de les epiATPC cultivades amb EGM-2 en comparació 

amb les HUVEC (figura 3.10).

3.6.1. Assaig angiogènic funcional: tubulogènesi en Matrigel

Quan les cèl·lules endotelials es cultiven in vitro sobre determinats suports, com 

el Matrigel, aquestes tendeixen a formar estructures tubulars311. Basant-nos en 

aquest principi, vam fer aquest assaig funcional amb les epiATPC. El seguiment 

amb el microscopi de contrast de fases va revelar, com es pot observar al figura 

3.11a, que al cap de dues hores de cultiu sobre aquest suport les epiATPC van 

començar a formar estructures tubulars connectades formant una malla. Aquestes 

estructures van anar creixent en mida i ordre a mesura que evolucionava el cultiu, 

deixant espais cada cop més grans i formant tubs de mida més gruixuda. Aquest 

comportament, característic de les cèl·lules endotelials, indicava l’aquisició per part 

de les epiATPC de propietats funcionals característiques de les cèl·lules endotelials.

El fenotip endotelial de les estructures tubulars derivades de les epiATPC es va 

veure corroborat amb la unió específica d’aquestes a la lectina GSLI B4 
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Fig. 3.10. Expressió comparativa de diferents gens endotelials en epiATPC en medi 
endotelial EGM-2 versus cèl·lules endotelials HUVEC. En ambdós casos s’ha 
utilitzat el gen endogen GAPDH per normalitzar els nivells d’expressió.
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(fluorescència vermella) com es pot observar a les imatges al microscopi confocal 

de fluorescència (figura 3.11b).

a
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20X

Fig. 3.11. a. Les epiATPC formen estructures tubulars quan son sembrades sobre Matrigel. b. Els tubs formats per 
les epiATPC es tenyien amb la lectina GSLI B4 (vermell). Els nuclis de les cèl·lules es van tenyir amb Hoescht 
(blau)
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3.7. Anàlisi de la secreció de factors proangiogènics

Una important resposta compensatòria quan s’esdevé una obstrucció arterial és el 

desenvolupament de vasos col·laterals. Aquest és un procés complex que requereix de

l’expressió combinada de múltiples gens en una seqüència molt determinada312, 313. No 

obstant això, la capacitat natural de generar nous vasos col·laterals per compensar la

pèrdua de flux després de l’oclusió d’una artèria major poques vegades és suficient per 

restaurar els nivells de flux sanguinis necessaris.

Aquest estudi es va dur a terme amb l’objectiu de caracteritzar l’espectre de factors 

proangiogènics que secretaven les epiATPC i així determinar els possibles efectes 

paracrins que podrien potenciar un augment de la densitat vascular. Els factors 

analitzats van ser FGFb, IL-1b, IL-6, PDGFBB, TNF-α i VEGF (veure descripció 

detallada a Apèndix IV).

Les epiATPC a passatge 2 van ser cultivades en condicions de normòxia, hipòxia 

moderada (5% O2)
314-316 i hipòxia severa (1% O2)

317 durant 24h i es van quantificar els 

nivells dels factors presents al medi de cultiu de les cèl·lules.

Durant el període de 24 h en condicions de normòxia, les epiATPC a passatge 2 van 

secretar quantitats significatives de IL-6 (53.677,25 ± 24.613,29 pg/ml/106 cèl·lules) i 

VEGF (3200,77 ± 1011,14 pg/ml/106 cèl·lules), i menors quantitats de FGFb (160,97 

± 31,19 pg/ml/106 cèl·lules) i TNF-α (59,15 ± 16,00 pg/ml/106 cèl·lules). En aquestes 

condicions, no es va detectar expressió ni d’IL-1β ni PDGFBB (figura 3.12).

Fig. 3.12. Citoquines alliberades per les epiATPC (passatge 2) al medi de 
cultiu normalitzades per 106 cèl·lules viables. Mitjana ± SD de mostres 
obtingudes de 4 individus i analitzades per duplicat.
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Quan les epiATPC van ser cultivades en condicions d’hipòxia moderada i hipòxia 

severa es va observar un augment general (al voltant d’un 20%) de les concentracions 

dels factors angiogènics alliberats (figura 3.13). Però en el cas del VEGF l’augment en 

la condició d’hipòxia severa arriba a ser del 92% (p = 0,04).

En conclusió, l’administració d’un únic factor angiogènic per augmentar la 

neovascularització en els pacients amb malaltia ateroscleròtica ha mostrat resultats 

modestos318, 319. Una possible raó podria ser que processos complexos com 

l’angiogènesi i el creixement col·lateral requereixen múltiples factors actuant 

conjuntament320. La secreció de factors que actuen de manera sinèrgica, com el VEGF 

i el FGFb321, per part de les epiATPC les podria convertir en una bona font cel·lular

per a la regeneració miocàrdica. A més, l’habilitat d’adaptar-se a estímuls com la 

hipòxia, els permet adaptar-se a ambients hostils com el miocardi isquèmic mitjançant 

l’augment de producció de VEGF.
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Figura 3.13. Nombre de vegades que augmenta la secreció dels 
diferents factors proangiogènics en condicions d’hipòxia moderada 
(5% O2) i severa (1% O2) respecte els valors obtinguts en normòxia 
(21% O2).
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3.8. Injecció de les epiATPC en dos models d’infart in vivo

Les epiATPC van ser transplantades en dos models animals immunodeficients

d’infart de miocardi, ratolí (C3H-SCID) i rata (NIH-Foxn1rnu), per comprovar l’efecte 

a nivell histològic i funcional d’aquestes cèl·lules sobre el cor infartat. Aquests 

models, basats en la lligadura de l’artèria coronària descendent anterior esquerra per a 

la inducció d’un IAM, van ser seleccionats pel seu ampli ús i provada eficàcia, el seu 

fàcil maneig i estabulació, la disponibilitat d’eines moleculars pel seu anàlisi posterior, 

però també, per les 10 vegades de diferència de mida existents entre els cors dels dos 

models.

3.8.1. Model d’infart en ratolí C3H-SCID

El model d’infart en ratolí immunodeprimit ens va servir per fer una valoració 

inicial de l’eficàcia del trasplantament de les epiATPC en la regeneració del cor 

després d’un IAM. Es va valorar l’efecte a nivell histològic, tant a nivell de canvis 

morfològics com de densitat vascular dels cors control i tractats postIAM.

3.8.1.1. 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 de l’infart, calculat 

respecte el total del ventricle esquerre (VE) que ens permetria valorar quanta 

àrea de teixit fibròtic quedava als 20 dies deprés del trasplantament de les 

epiATPC (tractats) o de la injecció de medi de cultiu sense cèl·lules (control). 

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 

dos grups. Per últim, es va calcular el volum intern del VE que ens permetria 

valorar les diferències en la dilatació del VE entre els animals tractats i els 

control.

A la figura 3.14 podem observar les diferències morfològiques entre el cor 

d’un animal tractat (a) i un de control (b). L’anàlisi morfomètrica mostra una 

reducció estadísticament significativa del 33,1% de l’àrea de la cicatriu de 
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l’infart en els animals tractats amb 105 epiATPC respecte els control (22,96 ± 

3,65% control vs. 15,36 ± 6,8% tractats; p = 0,033) (figura 3.14c). El gruix de 

la paret infartada del VE va ser un 50% superior en els animals tractats (0,41 ± 

0,06 mm controls vs. 0,6 ± 0,16 mm tractats; p = 0,055) (figura 3.14d). Per 

últim, la dilatació del VE va ser un 34,2% menor en els animals tractats 

respecte els controls. Aquesta diferència, però, no va ser estadísticament 

significativa (365,84 ± 176,4 mm3 control vs. 240,76 ± 89,77 mm3 tractats; p = 

0,135). 

Control Tractats

G
ru

ix
 p

ar
et

 V
E

 (
m

m
)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

p = 0,055

Control Tractats

%
 d

'in
fa

rt
 r

es
pe

ct
e 

V
E

0

5

10

15

20

25

30
p = 0,033

a b

c d

Fig. 3.14. Seccions d’un cor de ratolí control (a) i un tractat (b) tenyits amb la tinció tricròmica de Masson. c. Mida 
de l’àrea infartada respecte la total del ventricle esquerre. d. Gruix de la paret del ventricle esquerre. Els valors es 
representen com la mitjana ± SD.
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3.8.1.2. Anàlisi de la densitat vascular

Es va avaluar el nombre de vasos presents per unitat de superfície de teixit 

miocàrdic del ventricle esquerre tant en els ratolins control com tractats (figura 

3.15a i b). Els resultats obtinguts, van mostrar un augment significatiu de la 

densitat vascular a la regió del marge de l’infart en els individus tractats amb 

epiATPC respecte els individus control (p = 0,003). A la regió distal a la 

cicatriu de l’infart també es va trobar un clar augment del nombre de capil·lars 

per superfície de teixit, encara que no era estadísticament significatiu (p = 

0,057) (figura 3.15c).
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Fig. 3.15. a, b. Imatges al microscopi confocal de fluorescència d’una 
secció corresponent a un cor control (a) i un tractat (b). Els vasos es van 
marcar amb lectina GSLI B4 (vermell) i el nuclis amb DAPI (blau) (63X). 
c. Densitat capil·lar en el teixit miocàrdic del marge de l’infart (Marge) i 
de la zona distal (Distal) d’animals control i tractats amb epiATPC. Els 
valors es representen com la mitjana ± SD.
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3.8.2. Model d’infart en rata NIH-Foxn1rnu

El model de rata, amb l’experiència adquirida en el model de ratolí, va ser 

utitilitzat per anàlitzar els canvis morfològics, funcionals i per esbrinar si les 

epiATPC trasplantades s’havien injertat al teixit miocàrdic i quin n’era el seu 

fenotip.

3.8.2.1. Anàlisi morfomètrica

En el model de rata, també es va utilitzar la tinció tricròmica de Masson per 

visualitzar i distingir la zona infartada de la resta del teixit miocàrdic sa (figura 

3.16a i b). L’extensió de teixit miocàrdic infartat en els animals injectats amb 

106 epiATPC va ser un 42,9% menor a la dels animals control (18,59 ± 1,17% 

control vs. 10,62 ± 1,29% tractats; p < 0,001) (figura 3.16c). La dilatació del 

VE també era un 11,2% menor en els animals tractats (17,8 ± 0,75 mm2 control 

vs. 15,8 ± 1,07 mm2 tractats; p = 0,163) mentre que el gruix de la paret del VE 

era un 50% superior en els animals tractats (1,12 ± 0,04 mm control vs. 1,61 ± 

0,23 mm tractats; p = 0,029) (figura 3.16d).

Fig. 3.16. Seccions d’un cor de rata control (a) i tractat (b) tenyits amb la tinció tricròmica de Masson. c. 
Mida de l’àrea infartada respecte la total del VE. d. Gruix de la paret del VE. Els valors es representen com 
la mitjana ± SD.
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3.8.2.2. Estudi de la funció cardíaca mitjançant ecocardiografia

Es van avaluar paràmetres geomètrics i de funció cardíaca a diferents temps 

pre i postIAM incloent, els canvis en el gruix de la paret anterior durant la 

contracció (CGPA), indicador d’anormalitats en la mobilitat regional de la 

paret anterior, la fracció d’ejecció (FE) i la fracció d’escurçament (FES).

Com a resultat, es va observar una millora funcional dels animals tractats 

respecte els animals control estadísticament significativa en els tres paràmetres 

estudiats (figura 3.17). La FE va ser un 10,3% superior en els animals tractats 

als 30 dies postIAM, la FES un 13,2% i en el CGPA va ser un 53% superior 

respecte la dels animals control.
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Fig. 3.17. Evolució temporal dels paràmetres ecocardiogràfics FE (a), FES (b) i CGPA (c) en animals control i 
tractats. Basal: 1 dia abans IAM; PostIAM: 6 dies després l’IAM i dia del trasplantament de les epiATPC; 15d 
postIAM: 15 dies després l’IAM; 30d postIAM: 30 dies després de l’IAM. Els càlculs estadístics s’han realitzat 
amb una ANOVA de dos factors sense la primera lectura (temps: Basal) ja que l’efecte d’interès que es vol 
observar és el que succeeix en posterioritat.
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30d postIAM 29,64 ± 7,28 34,13 ± 4,98
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30d postIAM 32,08 ± 7,23 68,32 ± 28,77
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3.8.2.3. Identificació intramiocàrdica de les cèl·lules injectades

Es van detectar cèl·lules epiATPC-eGFP integrades al cor de les rates 30 dies 

després del seu trasplantament al marge de l’infart. Aquestes es van localitzar 

uniformement al llarg de la cicatriu de l’infart indicant la seva capacitat de 

migració. Es va confirmar que les cèl·lules eGFP observades per fluorescència en 

les seccions eren d’origen humà mitjançant la detecció de l’antigen nuclear humà 

(HNA) (figura 3.18a). A més, es va confirmar l’especificitat de la senyal eGFP 

obtinguda mitjançant un anàlisi de l’espectre d’emissió de les senyals obtingudes 

(figura 3.18b).

Per analitzar el grau de diferenciació cardíaca i endotelial aconseguit de les 

cèl·lules injectades, es van fer tincions immunohistoquímiques contra els 

marcadors cardíacs α-actinina sarcomèrica i troponina I cardíaca i, contra el 

marcador endotelial, CD31. Les epiATPC-eGFP eren positives per α-actinina 

(figura 3.18c) i van mostrar expressió de novo de troponina I (figura 3.18d). 

També es va observar expressió de CD31 en les epiATPC-eGFP, les quals es van 

trobar al llarg del teixit formant estructures tubulars (figura 3.18e).
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Fig. 3.18. Imatges d’epiATPC-eGFP integrades en 
el teixit miocàrdic infartat de les rates on es mostren 
evidències de diferenciació cardíaca i endotelial. a. 
Immunohistoquímica vers l’antigen nuclear humà 
(HNA, vermell) per confirmar l’origen humà de les 
epiATPC-eGFP (verd) injectades al marge de la 
cicatriu de l’infart. b. Gràfica de l’anàlisi d’emissió 
espectral (lambda scan), en verd, emissió de la 
eGFP i, en violeta, soroll de fons. A d’alt a la dreta
imatge es mostren les regions d’interès (ROI) 
analitzades, ROI1: epiATPC-eGFP i ROI2: soroll de 
fons. c-e. Tincions immunohistoquímiques dels cors 
injectats amb epiATPC-eGFP vers α-actinina 
sarcomèrica (c), troponina I cardíaca (d) i CD31 (e) 
(vermell).

a b

c d

e



DISCUSSIÓ

E pur si muove!

Galileo Galilei
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El repte de reparar o regenerar el cor quan aquest falla és, si més no, apassionant. No 

obstant això, l’emergent tecnologia que ofereixen les cèl·lules mare obre noves 

possibilitats amb les quals poder afrontar aquesta i d’altres malalties que, fins ara, no 

disposen de tractament. Les aplicacions clíniques totalment controlades i efectives 

queden encara lluny, però el coneixement sobre les propietats i les capacitats de les 

cèl·lules mare/progenitores avancen dia rere dia i apunten cap a futures teràpies 

realment viables.

L’objectiu principal d’aquesta tesi era identificar un tipus de cèl·lula 

mare/progenitora mesenquimal adulta humana que permetés regenerar el cor després 

d’un infart agut de miocardi. Es desconeix en l’actualitat quin podria ser el tipus de 

cèl·lula progenitora òptima per a la regeneració del cor. Per això, es van estudiar i 

caracteritzar in vitro tres tipus cel·lulars potencialment atractius: les MSC derivades de 

moll d’os, les subATPC derivades de greix subcutani i les epiATPC que derivaven del 

greix epicàrdic, les quals, han estat descrites per primera vegada en el marc d’aquest 

treball. L’estudi in vitro ens va permetre determinar i comparar el seu immunofenotip, 

la seva velocitat de creixement, la seva plasticitat vers els llinatges osteogènic i 

adipogènic, i la seva potencialitat cardíaca basant-nos per una banda, en la seva 

expressió basal de gens i proteïnes característicament cardíacs i, per l’altra, en la 

capacitat de diferenciació cap a cèl·lules d’un llinatge cardiomiogènic. Tot aquest 

conjunt de dades obtingudes ens va permetre determinar, a priori, que les cèl·lules que 

presentaven un major potencial cardiovascular eren les epiATPC. Aquestes es van  

estudiar amb més profunditat abordant les seves propietats endotelials: per una banda la 

capacitat de diferenciació cap a aquest tipus cel·lular i per l’altra, analitzant els factors i 

citoquines proangiogèniques secretades que podrien induir la generació de nous vasos al 

miocardi. En una segona etapa, les epiATPC van ser trasplantades en dos models 

animals d’infart de miocardi que servirien per observar la capacitat sobre el terreny real 

d’aquestes cèl·lules en la regeneració i millora de la funció cardíaca després d’un IAM.
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Comparació in vitro de les propietats bàsiques de les MSC derivades de 

moll d’os, les subATPC i les epiATPC

Les MSC derivades de moll d’os es poden obtenir mitjançant aspirats de moll d’os o 

en el transcurs d’una cirurgia ortopèdica (p. ex. recanvi de cap de fèmur). En ambdós 

casos es tracta d’un procés molt invasiu pel pacient que requereix d’anestèsia local o 

general. Per contra, l’obtenció de greix subcutani, un teixit no innervat, s’aconsegueix 

per un procés molt més senzill, el lipoaspirat. Ara bé, l’obtenció de greix epicàrdic és 

més complex i requereix d’una intervenció quirúrgica ja que aquest teixit es troba 

recobrint el 80% de la superfície del cor.

El moll d’os és un òrgan hematopoètic que conté majoritàriament cèl·lules 

precursores com proeritroblasts i promielòcits en processos altament proliferatius per 

cobrir la gran demanda diària de cèl·lules sanguínies madures. Les MSC del moll d’os 

donen suport a aquest procés però representen una petita fracció del total de cèl·lules 

d’aquest teixit. Estudis que han aplicat cultius basats en assaigs clonals han estimat que 

la freqüència d’aquestes cèl·lules és tan sols d’1 entre 50.000 cèl·lules nucleades en 

l’adult322, 323. El teixit adipós, a diferència del moll d’os i la majoria de teixits, té la 

capacitat d’augmentar dramàticament de volum en l’adult. Aquest gran increment de 

volum està associat a un augment del nombre d’adipòcits que deriven d’unes cèl·lules, 

els preadipòcits, amb un potencial que Zuk i col. van demostrar que anava més enllà del 

llinatge adipocític187. Per altra banda, està descrit que el greix conté una freqüència de 

cèl·lules progenitores 600 vegades superior al moll d’os324. Aquests dos fets fan que les 

subATPC s’hagin considerat una alternativa a les MSC derivades de moll d’os en el 

camp de la medicina regenerativa. Les epiATPC provenen del greix epicàrdic, un teixit 

molt atractiu pel seu contacte íntim amb el cor.

Els tres tipus cel·lulars estudiats van ser cultivats exactament en les mateixes 

condicions (medi de cultiu, temperatura, concentració de gasos, humitat, subcultiu, etc.) 

i van mostrar una morfologia fibroblàstica característica de les cèl·lules de llinatge 

mesenquimal.



149

La caracterització fenotípica,

basada en l’anàlisi de l’expressió 

de marcadors de superfície, ens va 

permetre obtenir el patró 

d’expressió dels tres tipus 

cel·lulars estudiats (figura 1). 

Aquest patró d’expressió, que va 

resultar similar per les MSC, 

subATPC i epiATPC, es 

caracteritzava per la positivitat de 

les cèl·lules per CD105, CD44, 

CD166, CD29 i CD90 (no 

caracteritzat en les MSC) i la negativitat per CD117, CD34, CD45 i CD14. Aquest patró 

coincidia amb el descrit anteriorment per altres grups, tant per les MSC com per les 

subATPC194, 219. En canvi, les MSC de moll d’os eren positives per CD106, mentre que 

les subATPC i epiATPC no. Està confirmat que CD106 és un marcador que s’expressa 

a l’estroma del moll d’os on està funcionalment implicat en el procés d’hematopoesi325. 

Per tant, la no expressió d’aquest marcador per part de les subATPC i les epiATPC és 

totalment consistent amb la seva localització en un teixit no hematopoètic219. Per un 

altre costat, les epiATPC a passatge 2 van mostrar una minsa expressió dels marcadors, 

típicament de llinatge hematopoètic, CD117 i CD34 que no era no representatiu del 

total de la població. Aquesta expressió encara es veia més reduïda a passatge 5. 

L’origen mesodèrmic del teixit epicàrdic sumat a un patró d’expressió característic 

indicaven la naturalesa mesenquimal de les epiATPC.

Freqüentment, els tractaments basats en la teràpia cel·lular requereixen la utilització 

d’una quantitat de cèl·lules progenitores molt superior a l’obtinguda dels donants, i fan 

necessària l’expansió in vitro d’aquestes cèl·lules abans de la seva aplicació terapèutica. 

Per això, la seva velocitat de creixement o temps de duplicació in vitro és un paràmetre 

important en l’elecció d’un tipus cel·lular. 

Es va obtenir el temps de duplicació (td), un valor inversament proporcional a la 

velocitat de creixement d’un cultiu, dels tres tipus cel·lulars estudiats (figura 2). Partint 

de la mateixa concentració inicial, 1000 cèl·lules/cm2, les subATPC van mostrar el 

temps de duplicació més baix, 3,1 dies, seguides per les MSC, amb 4,36 dies. Aquests 
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Fig. 1. Expressió comparativa dels marcadors de superfície 
expressats per les MSC, subATPC i epiATPC.
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valors són similars als obtinguts per De 

Ugarte i col. en un estudi comparatiu 

realitzat amb MSC derivades de moll 

d’os (td = 3,6 dies) i subATPC (td = 3,3 

dies) en unes condicions similars d’edat 

dels donants, cultiu i densitat cel·lular 

inicial326. La major capacitat 

proliferativa de les subATPC també ha 

estat descrita per altres grups222. Les 

epiATPC van mostrar el temps de 

duplicació més elevat, 5,1 dies. Aquesta dada podria indicar que les epiATPC estan en 

un estat de diferenciació més avançat (progenitors tardans), ja que el mecanisme que 

regula la proliferació, el punt de control G1, està associat amb la diferenciació en les 

cèl·lules mare327.

Per altra banda, està ben descrit que hi ha una correlació positiva entre el temps de 

duplicació de les MSC i l’edat del donant328-330. La mitjana d’edat dels pacients dels que 

s’han obtingut les mostres superava els 60 anys. Això podria explicar la menor velocitat 

de creixement que hem observat respecte a la descrita per altres grups331. En un estudi 

realitzat pel nostre grup es va demostrar que la velocitat de creixement de les MSC 

derivades de moll d’os es pot duplicar mitjançant l’addició al medi de cultiu del factor 

de creixement FGF-4 sense alterar ni el fenotip cel·lular ni la pluripotencialitat de les 

cèl·lules185.

La inducció de la diferenciació dels tres tipus cel·lulars estudiats cap a adipòcits i 

osteòcits ens va permetre determinar-ne la capacitat pluripotencial. Les MSC van 

diferenciar-se completament cap als dos llinatges cel·lulars, com ho va evidenciar 

l’acumulació de vacuoles lipídiques intracel·lulars característiques dels adipòcits256 i la 

formació d’agregats o nòduls amb un creixent acumulació de calci en el temps per part 

dels osteòcits258. Aquesta plasticitat és característica de les MSC i va ser descrita per 

primera vegada per Pittenger i col.194. Les subATPC van diferenciar-se cap a adipòcits 

però no cap a osteòcits, tot i que alguns grups ho han reportat219. Està demostrat, però, 

que la capacitat osteogènica de les ATPC és significativament inferior a la de les 

MSC332, 333. Per altra banda, aquesta pèrdua de capacitat de diferenciació observada

podria està relacionada amb l’edat dels pacients. La relació entre l’edat i la capacitat 
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Fig. 2. Temps de duplicació (td) mitjans de les MSC, 
subATPC i epiATPC a passatge 2.
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osteogènica de les cèl·lules mare mesenquimals adultes ha estat molt estudiada com a 

possible mecanisme responsable de fenòmens patofisiològics com l’osteoporosi, que es 

caracteritza per una reducció de la formació d’os. Hi ha resultats contradictoris pel que 

fa a aquesta relació entre l’edat i la capacitat osteogènica de les cèl·lules mesenquimals:

si bé que hi ha autors que defensen que es redueix304, 322, 334-336, altres demostren que es 

manté337-339.

Les epiATPC no van diferenciar-se ni cap a osteòcit ni cap a adipòcit. És interessant 

que tot i que les epiATPC resideixen en un teixit adipós, aquestes, no es diferenciïn cap 

a adipòcits com les subATPC. Aquesta pèrdua de capacitat de diferenciació juntament 

amb l’expressió basal de GATA-4 i Tbx5 entre d’altres marcadors cardíacs i l’evident 

diferenciació cardiogènica i endotelial que van mostrar aquestes cèl·lules, sumat a la 

seva reduïda velocitat de creixement podria indicar que es tracten d’unes cèl·lules 

progenitores que es troben en un estat de diferenciació més compromès cap a un llinatge 

cardiovascular.

Les epiATPC mostren un major potencial cardiomiogènic in vitro

Diversos investigadors han publicat dades suggerint que les MSC de moll d’os tenen 

l’habilitat de diferenciar-se in vitro cap a cèl·lules amb propietats cardíaques260, 267, 268. 

Com a mínim, quatre grups d’investigadors han demostrat que les subATPC també 

exhibeixen les mateixes propietats126, 224, 225. En el nostre estudi, es va caracteritzar 

primerament l’expressió basal de diverses proteïnes característicament cardíaques. 

D’aquesta manera, vam observar que les tres poblacions cel·lulars estudiades 

expressaven basalment marcadors característics del llinatge cardiomiogènic. Així, les 

MSC i les epiATPC expressen GATA-4, un important factor de transcripció cardíac 

responsable de l’activació de nombrosos promotors de gens cardíacs com la cadena 

lleugera de la miosina, les troponines cardíaques T i I, la cadena pesada de la α-miosina 

i el pèptid natriurètic auricular. Aquesta expressió també s’ha observat en cèl·lules 

mesenquimals d’altres fonts com la membrana amniòtica340 i la sang menstrual341. És 

destacable que l’expressió gènica de GATA-4 detectada en les epiATPC a passatge 5 va 

ser més de 1400 vegades superior a la de les MSC185. Les subATPC, en canvi, no 

expressen aquest important factor de transcripció cardíac. Per altra banda, tant les 

subATPC com les epiATPC expressen Tbx-5. Per contra, cap dels tres tipus cel·lulars 
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estudiats expressa de manera basal el factor de transcripció Nkx-2.5. Nkx-2.5, GATA-4 

i Tbx-5 són factors de transcripció essencials per la cardiogènesi que també interactuen 

entre ells, activant de manera sinèrgica l’expressió de múltiples gens cardíacs i 

promovent la diferenciació cardíaca342-344.

De les 3 proteïnes del sarcòmer estudiades, la α-actinina és l’única expressada de 

manera basal per tots tres tipus cel·lulars. Només les epiATPC i en menor grau les 

subATPC, expressen també la cadena pesada de la β-miosina a passatge 5. Ni la α-

actinina ni la β-MHC s’organitzen de manera estriada en cap dels tres tipus cel·lulars, 

demostrant la manca d’una estructura sarcomèrica. No es va trobar expressió basal de 

troponina I cardíaca en cap dels tipus cel·lulars estudiats.

Tots tres tipus cel·lulars expressen connexina-43, una proteïna considerada clau per a 

l’establiment de gap junctions funcionals entre les cèl·lules mare i els cardiòcits 

adjacents que sembla que podrien servir com a conductes a través dels quals les cèl·lules 

mare podrien rebre senyals dels miòcits, importants per l’adquisició d’un fenotip cardíac 

de les cèl·lules mare en cocultiu345, 346. A més, la no expressió d’aquesta proteïna podria 

ser la raó del potencial arítmic observat en d’altres tipus cel·lulars, com els miòcits 

esquelètics quan s’implanten al cor347. A passatge 5, l’expressió de Cx-43 en les 

epiATPC va ser significativament superior a les subATPC (p = 0,031).

Per altra banda, també es va detectar l’expressió de SERCA-2 en les MSC i les 

ATPC. Aquesta bomba de calci és imprescindible per què el calci alliberat pel sarcòmer 

al citoplasma retorni en contra de gradient348.

És interessant que, tot i que les subATPC s’obtenien dels mateixos pacients i els 

assaigs es realitzaven en paral·lel amb les epiATPC, les primeres mostressin nivells 

molt més baixos d’expressió proteica de α-actinina i no expressessin nivells detectables 

de β-MHC, GATA-4, Cx-43 o cTnI suggerint que els alts nivells de α-actinina i β-MHC 

presents en les epiATPC depenen d’una regulació posttranscripcional349.

La detecció d’expressió de marcadors cardíacs en les MSC derivades de moll d’os i 

les ATPC semblava indicar que sota els estímuls i l’ambient adequats aquestes cèl·lules 

podrien diferenciar-se cap a cardiòcits. A més, l’expressió basal de GATA-4 per part de 

les MSC i les epiATPC ens indicava un major potencial cardiogènic d’aquestes cèl·lules 

en comparació amb les subATPC i per això es van escollir per continuar l’estudi. Calia 

doncs, realitzar la prova de concepte i comprovar si les MSC i les epiATPC podien 
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diferenciar-se cap a cardiòcits in vitro fet que ens indicaria que potencialment podrien 

fer-ho in vivo quan fossin trasplantades.

La inducció de la diferenciació cardiogènica de les MSC es va dur a terme mitjançant 

l’addició de 5-azacitidina al medi de cultiu. Aquest compost és un desmetilant del DNA 

i l’RNA que és capaç d’alterar l’expressió de determinats gens263, 264 o regular la 

diferenciació265, 266. Recentment, molts estudis han demostrat que les MSC poden 

diferenciar-se cap a cardiòcits després de l’exposició a la 5-aza125, 126, 267, 350. Tot i així, 

encara no estan clars els mecanismes d’acció de la 5-aza per induir tal diferenciació. 

Després del tractament amb 5-aza, l’únic efecte observat va ser un lleu increment de 

l’expressió de la β-MHC i la Cx-43 en les MSC. L’augment de l’expressió de β-MHC, 

però, no va anar acompanyat d’una organització sarcomèrica. Aquesta dada i la falta 

d’expressió de cTnI indicaven l’absència d’un aparell contràctil madur. Resumint, 

l’eficiència de la inducció de diferenciació cardiogènica mitjançant 5-aza és molt 

limitada i les MSC no van adquirir un fenotip cardíac gaire diferent al que ja tenien de 

manera basal. Es desconeix el motiu d’aquest resultat contradictori, tot i que altres 

investigadors també han demostrat la no diferenciació cardiomiogènica de les MSC 

tractades amb 5-aza351, 352. L’especificitat i la fiabilitat de les tècniques de detecció en el 

nostre estudi van ser confirmades utilitzant cardiòcits humans com a controls positius. 

Els mètodes utilitzats per l’aïllament i els components del medi de cultiu s’utilitzen

rutinàriament en els estudis amb MSC. La concentració de 5-aza utilitzada, 10 μM, ha 

demostrat ser efectiva per nombrosos autors350, 353, 354. Per tant, sembla difícil interpretar 

les discrepàncies només per diferències tècniques. Això, no exclou la possibilitat que 

repetits tractaments amb 5-aza puguin reprogramar la diferenciació cel·lular en línies de 

MSC immortalitzades260, 267. No obstant això, si això fos així evidenciaria que la 

diferenciació cardiomiogènica induïda per la 5-aza no és específica sinó deguda a una 

reprogramació aleatòria i no al propi potencial cardíac de les cèl·lules.

Els pobres resultats obtinguts amb la 5-aza van fer que l’estudi de la inducció de la  

diferenciació cardiogènica de les epiATPC es dugués a terme mitjançant el cocultiu 

d’aquestes amb cardiòcits neonatals, un mètode que havia demostrat ser efectiu amb les 

MSC en nombrosos treballs355-357. L’evidència de diferenciació cardiomiogènica de 

diferents tipus cel·lulars in vivo suggereix l’existència de factors ambientals131, 133. No 

obstant això, es desconeixen quins són aquests factors que, a més, podrien incloure 

interaccions cèl·lula-cèl·lula i estimulació elèctrica i mecànica. El sistema de cocultiu 
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amb cardiòcits neonatals es basa en la hipòtesi que tant les senyals secretades pels 

cardiòcits com el contacte directe amb aquests poden induir la diferenciació 

cardiomiogènica de les cèl·lules mare o progenitores simulant in vitro el fenomen 

observat in vivo. Alguns estudis havien demostrat que cèl·lules progenitores endotelials 

humanes358, mioblasts359 i MSC268, 360 poden transdiferenciar-se en cardiòcits quan es 

cocultiven amb cardiòcits de rata neonatal i que la contracció dels cardiòcits359 i el 

contacte directe 268, 360 eren essencials per aquest procés.

El cocultiu de les epiATPC a passatge 2 amb els cardiòcits de rata nounada va induir 

l’augment de l’expressió de α-actinina sarcomèrica, GATA-4, SERCA-2 i Cx-43 ja 

expressades basalment, i l’expressió de novo de cTnI i β-MHC. A més, les proteïnes 

estructurals detectades s’organitzaven amb una estructura similar a la d’un sarcòmer. 

També es van trobar algunes epiATPC multinucleades, un segell característic d’un 25% 

dels cardiòcits humans361. Aquests resultats demostraven que les epiATPC poden 

diferenciar-se in vitro en cèl·lules semblants tant, morfològicament com molecularment, 

als cardiòcits neonatals en cultiu. Per tant, tot i residir en un ambient adipogènic, les 

epiATPC tenen un inherent fenotip cardíac i podrien estar destinades a l’homeòstasi del 

cor, potser, com a reservori cel·lular per a la regeneració del teixit miocàrdic.

En aquest punt, però, no es pot descartar que part de la diferenciació observada sigui 

fruit de la fusió entre cardiòcits i epiATPC, com s’ha observat en d’altres tipus cel·lulars 

en freqüències que oscil·len entre el 0,0065% i 0,16%, i en algun estudi de fins el 

50%123, 136, 341. Però aquest fenòmen podria no ser negatiu, ja que està demostrat que 

quan els cardiòcits es fusionen amb cèl·lules no cardíaques reentren en el cicle cel·lular 

mantenint les seves propietats i funcions bàsiques, fet que podria afavorir la regeneració 

del miocardi362.

Inducció de propietats i funcions de cèl·lula endotelial en les epiATPC

El potencial cardiogènic mostrat per les epiATPC in vitro ens va fer aprofundir en la 

seva plasticitat. Millorar la neovascularització després d’una isquèmica crítica és un dels 

objectius terapèutics principals de la medicina cardiovascular. Hi ha molts estudis que

han mostrat que diverses poblacions cel·lulars poden augmentar la neovascularització i 

incrementar l’aportació de sang al teixit isquèmic201, 231, 363. Amb aquestes premisses es 

va estudiar si les epiATPC podien estimular la formació de nous vasos per dos 
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mecanismes diferents: diferenciant-se cap a cèl·lules endotelials que es poguessin 

incorporar als capil·lars o alliberant factors proangiogènics que afavorissin de forma 

paracrina la neovascularització.

El cultiu de les epiATPC amb el medi EGM-2 va induir un increment de l’expressió 

dels gens SDF-1, CD31, EGR-1 i 3, CD34, VEGF-α, VCAM-1 i VE-caderina. Es va 

observar que aquest patró era molt similar al mostrat pel model de cèl·lula endotelial per 

excel·lència, les cèl·lules endotelials obtingudes a partir de la vena del cordó umbilical 

humà o cèl·lules HUVEC. Per altra banda, les cèl·lules diferenciades a partir de les 

epiATPC van captar el LDL diacetilat (Dil-Ac-LDL) característic de les cèl·lules 

progenitores endotelials (EPC)162, 364 i les cèl·lules endotelials287. A més, les cèl·lules 

endotelials tenen la capacitat de formar estructures tubulars en matrius de 3 dimensions 

com el Matrigel365. En el nostre assaig funcional amb Matrigel, les epiATPC també 

formaven tubs i a més, aquests unien la isolectina GSLI B4, un marcador específic de 

cèl·lula endotelial288-291.

Hi ha una creixent apreciació que una proporció significativa dels efectes 

beneficiosos de la teràpia cel·lular cardíaca podrien estar causats per la secreció per part 

de les cèl·lules trasplantades de múltiples factors de creixement angiogènics i 

antiapoptòtics363, 366. Estudis in vitro han demostrat que tant les MSC com les subATPC 

secreten una gran varietat de factors angiogènics, antiapoptòtics i mitògens231, 367, 368. En 

el nostre treball, hem demostrat que les epiATPC també secreten in vitro múltiples 

factors com FGFb, IL-6, TNF-α i VEGF que podrien potenciar l’angiogènesi de forma 

paracrina. És més, la secreció d’aquests factors augmentava entre un 20 i un 90% quan 

les cèl·lules es van sotmetre a condicions d’hipòxia moderada i severa com les que es 

podrien trobar al miocardi isquèmic. Comparat amb les MSC i les subATPC, les 

epiATPC secreten entre 3 i 4 vegades més de VEGF231, 369. Aquests resultats 

suggereixen que les epiATPC podrien induir la neovascularització dins el miocardi 

infartat no només a partir de la seva capacitat de diferenciació cap a cèl·lules endotelials 

sinó també, a través de l’efecte paracrí fruit de la secreció de tots aquests factors. A 

més, està demostrat que VEGF i IL-6 tenen un efecte antiapoptòtic sobre els 

cardiòcits202, 370-372. Estudis previs han observat que el dany isquèmic promou la mort 

dels cardiòcits per apoptosi373, 374, la qual, eventualment tendeix cap al remodelat 

ventricular caracteritzat per una pèrdua de cardiòcits hipertrofiats, expansió de l’àrea 

d’infart inicial, aprimament de la paret i insuficiència cardíaca congestiva375, 376. En 
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resum, segons els nostres resultats les epiATPC podrien exercir una acció angiogènica i 

cardioprotectora sobre el miocardi que podria ser important en la reconstrucció de la 

massa cardíaca.

Les dades obtingudes in vitro ens van fer determinar que les epiATPC tenien el 

potencial per regenerar el miocardi després d’un IAM per: 1) la seva clonogenicitat i 

capacitat de proliferar in vitro; 2) el fet de mostrar un fenotip estable durant 3 mesos de 

cultiu i expansió; 3) la seva expressió basal de gens cardíacs, en especial el factor de 

transcripció GATA-4, mostra un caràcter cardiogènic innat; 4) l’alt grau de 

diferenciació cardíaca induïda en el cocultius amb cardiòcits de rata neonatal; 5) la seva 

capacitat de diferenciació endotelial; 6) per la seva secreció de factors que els atorga la 

potencial capacitat d’induir neoangiogènesi i reduir l’apoptosi al miocardi. Per aquests 

motius i pel seu caràcter innovador, les epiATPC va ser les seleccionades com a model 

cel·lular per a la regeneració de miocardi en dos models animals d’IAM.

El trasplantament d’epiATPC millora el teixit miocàrdic a nivell 

histològic i funcional en el model d’IAM en rata

Les epiATPC es van injectar al marge de la cicatriu de l’infart de dos models, rata i 

ratolí, immunodeficients per evitar un possible rebuig immunitari de les cèl·lules 

d’origen humà. Ambdós models han estat àmpliament utilitzats i caracteritzats, i la 

tècnica de lligar l’artèria coronària descendent anterior esquerra per induir l’IAM és la 

més comuna377, 378. La quantitat de cèl·lules injectades en els dos models (105 cèl·lules 

en el ratolí i 106 en la rata) havia estat utilitzada en d’altres estudis anteriorment 

descrits379-381 i era proporcional a la diferència de mida del cor: el de rata és 10 vegades 

més gros.

El model de ratolí, utilitzat per realitzar una valoració inicial, va permetre constatar 

una millora significativa, a nivell histològic, del miocardi dels animals tractats respecte 

el dels control. La mida de la cicatriu de l’infart es va reduir i el gruix de la paret de la 

regió infartada va resultar superior en els animals tractats. La dilatació del ventricle 

esquerre dels animals tractats també va ser menor en comparació amb la dels animals 

control. Totes aquestes dades indiquen un efecte positiu sobre el miocardi danyat per 

part de les epiATPC.
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El trasplantament de les epiATPC en el model d’IAM en rata va confirmar els 

anteriors resultats. Així, es va observar una reducció més gran, un 43%, de la mida de la 

cicatriu de l’infart en el grup d’animals tractats. La paret infartada del VE també va 

mostrar un gruix significativament superior, mentre que el ventricle dels animals tractats 

no va patir una dilatació tan gran com la dels control. Múltiples estudis han demostrat la 

influència positiva de diversos tipus cel·lulars quan són administrats al miocardi de 

diferents models animals d’infart de miocardi. Ara bé, si comparem el nostre treball 

amb d’altres realitzats amb procediments experimentals similars, l’efecte beneficiós de 

les epiATPC en relació amb la mida de l’infart és millor que l’observa’t en cèl·lules 

mare derivades de moll d’os371, cèl·lules mare cardíaques adultes122 o cèl·lules mare 

derivades de teixit adipós227. La reducció de l’infart induïda per aquestes cèl·lules va ser 

del 6,7%, 21% i 14%, respectivament.

La principal troballa del nostre estudi, doncs, és que el trasplantament de les 

epiATPC està associat amb un augment significatiu de la funció contràctil del ventricle 

esquerre. En els animals tractats, la fracció d’ejecció, la fracció d’escurçament i el canvi 

en el gruix de la paret anterior són significativament superiors al cap de 15 dies del 

tractament i es mantenen al cap d’un mes. Aquests resultats corroboraven a nivell 

funcional la millora del miocardi observada a nivell histològic. A més, la millora en la 

funció cardíaca observada en el nostre model és inclús superior a les publicades en 

models animals similars injectant cèl·lules progenitores endotelials173, 382 o MSC143, 383.

Per altra banda, el miocardi dels animals tractats amb epiATPC presentava una major 

densitat vascular, tant al marge de l’infart com a la regió distal d’aquest (miocardi sa). 

L’augment de densitat vascular en teixits isquèmics després del trasplantament de 

cèl·lules d’origen mesenquimal és un fet que ha estat observat en molts estudis201, 202, 384-

386. Per una banda, aquest augment de la densitat vascular podria ser degut a la inducció 

de nous processos d’angiogènesi i/o vasculogènesi induïda de forma paracrina pels 

factors i citoquines secretades per les epiATPC, descrit més amunt. Per altra banda, les 

epiATPC CD31+ detectades en el teixit miocàrdic i la seva capacitat de diferenciació 

cap a llinatge endotelial demostrada in vitro constataria que les epiATPC podrien 

incorporar-se a la vasculatura i, per tant, que fossin un responsable directe de la millora 

en la densitat de vasos observada.
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Al cap de 30 dies del trasplantament, també es van detectar epiATPC-eGFP 

empeltades que havien adquirit un fenotip cardiogènic com ho demostrava l’expressió 

de novo de la troponina I cardíaca mantenint l’expressió de α-actinina sarcomèrica ja 

detectada basalment in vitro. Les interaccions cel·lulars, juntament amb la influència 

mecànica i elèctrica del teixit cardíac, haurien estimulat la seva diferenciació131, 133, 387. 

Sorprenentment, tot i que les epiATPC havien estat injectades al marge de l’infart, les 

cèl·lules es van localitzar dins de la cicatriu fibròtica. Aquest fet indica la seva capacitat 

de migrar des del lloc de la injecció fins a les àrees isquèmiques. Aquest fenomen, ja 

descrit en treballs previs384, 388, podria reflectir una resposta quimiotàctica al VEGF, 

sobreexpressat en aquest teixit a causa de la hipòxia, i el qual s’ha demostrat en d’altres 

tipus cel·lulars que actua com un quimiotàctic dosidependent389. A més, en un estudi 

realitzat en embrions de pollastre es va observar que les lesions cardíaques són un 

potent estímul per l’atracció de les cèl·lules mare derivades de sang de cordó 

umbilical516.

En conclusió, s’ha identificat una nova població cel·lular, les epiATPC, unes 

cèl·lules amb capacitat clonogènica i d’expansió in vitro. Aquestes cèl·lules mostren un 

immunofenotip similar al de les MSC amb una expressió basal de múltiples proteïnes 

cardíaques superior a les subATPC. A més, tot i no mostrar capacitat de diferenciació 

adipogènica ni osteogènica, sota l’ambient adequat mostren la capacitat de diferenciació 

cap a cèl·lules amb característiques dels cardiòcits i de les cèl·lules endotelials in vitro. 

En cultiu normòxic, les epiATPC expressen i secreten nombrosos factors 

proangiogènics i antiapoptòtics; en hipòxia, aquesta secreció augmenta entre un 20% i 

un 90%. A més, s’ha demostrat que la teràpia cel·lular amb epiATPC en dos models 

animals d’IAM va millorar la histologia i la funció cardíaca. Aquesta millora es pot 

atribuir, per una banda, a l’adquisició de les cèl·lules trasplantades d’un fenotip del 

teixit receptor danyat, que regeneren parcialment, ja que s’han localitzat epiATPC 

empeltades al teixit cardíac al cap de 30 dies de la injecció positives per troponina I 

cardíaca i d’altres per CD31. Per altra banda, la secreció de factors i citoquines per part 

de les epiATPC pot haver potenciat la protecció i reparació del miocardi creant un 

microambient que promogués la regeneració regional del miocardi mitjançant cèl·lules 

endògenes.
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Perspectives futures

Una possible limitació en la utilització de les epiATPC en la pràctica clínica de 

forma generalitzada podria ser que, aquestes es troben localitzades en el teixit adipós 

cardíac que envolta el cor, el qual, no és fàcilment accessible. Tot i que seria fàcil 

realitzar una toracotomia lateral prèvia a una cirurgia de bypass en pacients isquèmics 

estables, per obtenir biòpsies de greix epicàrdic de on aïllar les epiATPC per un 

trasplantament autòleg, també s’han de tenir en compte altres possibilitats terapèutiques. 

Per exemple, als principals hospitals, es realitzen rutinàriament un gran nombre 

d’intervencions cardíaques en les quals es podrien obtenir fàcilment biòpsies de greix 

epicàrdic sense un risc afegit per al pacient ni cost per al sistema de salut. Les epiATPC 

aïllades d’aquestes biòpsies podrien ser expandides i emmagatzemades per al seu 

posterior ús al·logènic. Aquesta possibilitat, es veuria afavorida per la capacitat 

immunosupressora de les epiATPC390.



CONCLUSIONS

¿De dónde venían y adónde iban esas gentes, arrastrando a través de los siglos el 
pesado fardo de su piel quemada? ¿Adónde encontrarían su tierra de promisión?
Huyeron en la jungla africana de los cazadores de esclavos; tiñeron con sangre las 
argollas en las profundas bodegas de los barcos negreros; gimieron y se internaron 
en la manigua tropical como alzados, perseguidos por los perros del patrón. 
Pareciera que para los negros se ha detenido la rueda de la Historia: para ellos no 
floreció la Revolución francesa, ni existió Lincoln, ni combatió Bolívar, ni se 
cubrió de gloria el negro Maceo. Y ahora, los pobres negros costarricenses, 
después de haber enriquecido con su sangre a los potentados del banano, tenían 
que huir de noche a través de las montañas, arrastrando su prole y los bártulos. No 
los perseguía el perro del negrero: los perseguía el fantasma de la miseria. ¿Qué 
les esperaría al otro lado de la frontera? ¿Adónde irían a dejar sus huesos?

Mamita Yunai,

Carlos Luís Fallas

“Cadascú de nosaltres té més poder sobre el món del que s’imagina”

Margarita Yourcenar
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La realització del treball descrit en la present memòria ha permès assolir les conclusions

següents:

1. L’estimulació de les MSC derivades de moll d’os amb 5-azacitidina incrementa

l’expressió de β-MHC i de Cx-43 però no s’assoleix un grau superior de 

diferenciació cardiogènica.

2. S’ha identificat, aïllat i caracteritzat un nou tipus de cèl·lula progenitora 

procedent del greix epicàrdic anomenat epiATPC.

3. Les epiATPC presenten una major expressió basal de marcadors de llinatge 

cardiomiogènic (GATA-4 i Cx-43) que les MSC derivades de moll d’os i les 

subATPC i, no diferencien cap a osteòcits ni adipòcits malgrat que deriven del 

teixit adipós.

4. Les propietats de les epiATPC in vitro són:

a. Clonogenicitat.

b. Cardiodiferenciació en cocultiu amb cardiòcits de rata nounada.

c. Capacitat d’adquirir característiques de cèl·lula endotelial.

d. Secreció de factors proangiogènics (VEGF, FGFb, IL-6 i TNF-α) 

incrementada en condicions d’hipòxia.

5. Les epiATPC trasplantades en els models de rata i ratolí es diferencien cap a 

cèl·lules de llinatge cardíac i endotelial, i produeixen els següents efectes:

a. Reducció de l’àrea de la cicatriu de l’infart i augment del gruix de la paret 

del ventricle esquerre.

b. Increment de la densitat vascular al marge de la cicatriu.

c. Augment de la funció cardíaca (fracció d’ejecció i fracció d’escurçament) 

avaluada ecocardiogràficament.



APÈNDIX I

“M’entristeix molt pensar que la natura 
parla mentre l’home no escolta”

Victor Hugo
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Descripció dels marcadors de superfície analitzats

CD105:

És una glicoproteïna homodimèrica transmembrana de 180 KDa de pes molecular. 

Forma part del complex receptor TGF- (transforming growth factor beta) implicat en 

la proliferació cel·lular, la diferenciació i la migració, tot i que les seves funcions en les 

interaccions receptor-lligand encara són poc conegudes391, 392. S’expressa principalment 

en cèl·lules endotelials i també en les cèl·lules mare mesenquimals. 

CD106:

La vascular cell adhesion molecule (VCAM-1, CD106, o INCAM-110) està 

implicada de manera crítica en les interaccions endotelials en teixit connectiu393, 394. 

S’expressa principalment en cèl·lules endotelials, i en general aquestes molècules 

regulen la migració dels leucòcits a través de les parets dels vasos sanguinis i 

proveeixen punts d’ancoratge per al desenvolupament d’endoteli durant 

l’angiogènesi394-396. La VCAM-1 és una glicoproteïna transmembrana tipus I de 715 

aminoàcids que es caracteritza per la presència de set dominis immunoglobulina tipus 

C2. VCAM-1 té un modest número d’activitats totes relacionades amb la seva expressió 

com molècula d’adhesió unida a membrana. 

CD44:

És una molècula expressada ubiquament tant en cèl·lules hematopoètiques com en no 

hematopoètiques. El CD44 és una glicoproteïna transmembrana tipus I que té entre 80 i 

250 KDa. CD44 és la principal molècula d’adhesió per l’àcid hialurònic397, a més és un 

important mediador en regular la interacció entre la matriu extracel·lular i el 

citoesquelet d’actina. CD44 s’expressa en la majoria de tipus cel·lulars humans i està 

implicat en una gran varietat de processos fisiològics i patològics, tals com el 

reclutament dels limfòcits i la seva activació, la cicatrització, la migració cel·lular i 

també el creixement de les cèl·lules tumorals i la metàstasi398. 
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CD166:

És un membre de la superfamília de les immunoglobulines amb cinc dominis 

extracel·lulars tipus immunoglobulina399. També es coneix amb l’acrònim d’ALCAM 

(activated leukocyte cell adhesion molecule). Tot i que s’expressa en una gran varietat 

de teixits, normalment està restringida a aquelles cèl·lules involucrades amb creixement 

dinàmic i/o migració, incloent desenvolupament neuronal, hematopoesi, resposta 

immunitària i progressió de tumors. Diversos estudis d’estructura-funció de CD166 han

determinat que el seu ancoratge amb el citoesquelet i la integritat dels seus dominis 

extracel·lulars tipus immunoglobulina podrien regular propietats cel·lulars relacionades 

amb l’adhesió cel·lular, el creixement i la migració400.

CD29:

Són cadenes Integrina beta-1 que s’expressen com a heterodímers que s’associen de 

manera no covalent amb cadenes alfa específiques de la família CD49 (CD49a-f). El 

CD29 s’expressa en leucocits en repòs i activats401.

CD45:

És una proteïna transmembrana d’entre 1100 i 1300 aminoàcids amb activitat tirosina 

quinasa que es troba a totes les cèl·lules hematopoètiques humanes excepte els eritròcits, 

les plaquetes i els seus precursors. Aquesta molècula és necessària per a l’activació de 

les cèl·lules T i B i s’expressen un mínim de 5 isoformes depenent de l’estat d’activació 

de la cèl·lula402, 403.

CD34:

És una proteïna transmembrana altament glicosilada de 385 aminoàcids que 

s’expressa en cèl·lules mare limfohematopoètiques, cèl·lules endotelials de petits vasos, 

fibroblasts embrionaris i en algunes cèl·lules del teixit nerviós fetal i adult404. La seva 

funció no està clara, tot i que es creu que podria està implicat en el manteniment del 

fenotip de cèl·lula progenitora/mare hematopoètica405.
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CD117:

També conegut com c-Kit o stem cell factor receptor (SCFR), és el receptor del 

factor de creixement stem cell factor (SCF). És un receptor transmembrana amb 

activitat tirosina quinasa de 976 aminoàcids. S’expressa principalment en cèl·lules mare 

hematopoètiques i cèl·lules progenitores406, en cèl·lules de leucèmia mieloide aguda407, 

en mastòcits408 i en melanòcits, sistema reproductiu i cervell embrionari409. 

CD14:

És una proteïna de 365 aminoàcids amb un alta afinitat pels lipopolisacàrids de la 

paret dels bacteris gram positius i negatius. El CD14 s’expressa fortament en humans en 

la majoria dels monòcits i macròfags en sang perifèrica i en altres fluids i teixits com els

nòduls limfàtics i la melsa. També s’expressa en menor grau en subpoblacions de 

neutròfils i cèl·lules dendrítiques410. El CD14 és una de les proteïnes clau en la resposta 

immunitària innata en humans411.

CD90:

També anomenat Thy-1 a causa de la seva prèvia identificació en timòcits, és una 

proteïna de 25KDa molt conservada en tots els vertebrats. La seva expressió varia entre 

les espècies, però generalment s’expressa en timòcits, neurones, cèl·lules mare 

mesenquimals i hematopoètiques, cèl·lules NK, endoteli i una fracció dels fibroblasts; 

en humans, només s’expressa a neurones412 i en alguns tipus de cèl·lules mare413, 414. La 

seva funció no es coneix exactament, però s’especula que podria participar en les 

interaccions cèl·lula-cèl·lula i cèl·lula-matriu, i participar en la regeneració nerviosa, 

apoptosi, supressió de tumors415, metàstasi, inflamació i fibrosi.



APÈNDIX II

“L’avantatja de tenir mala memòria és que es 
gaudeix moltes vegades amb les mateixes coses”

Friedrich Wilhelm Nietzsche
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Descripció dels marcadors cardíacs analitzats

GATA-4: 

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 específics416. GATA-4 és un dels primers factors expressats 

en el desenvolupament de les cèl·lules cardíaques417 i continua present en els cardiòcits 

durant la vida adulta417, 418, on regula l’expressió de gens cardíacs419-421 i és necessari 

per a la viabilitat dels miòcits422. 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’apoptosi422, 423, i també en la regulació del 

creixement hipertròfic424. GATA-4 regula la transcripció de nombrosos gens cardíacs,

incloent-hi el factor natriurètic auricular (ANF), pèptid natriurètic tipus b (BNP), cadena 

pesada de la α-miosina, β-MHC, cTnI i molts d’altres424, 425. Es creu que GATA-4 

podria ser un mediador de l’angiogènesi al cor després d’una lesió426.

Nkx2.5:

Factor de transcripció també conegut com a Csx, és un regulador crític de l’expressió 

gènica cardíaca i del desenvolupament del cor427. 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 adulta427-429. A l’edat 

adulta, s’ha vist que Nkx-2.5 regula l’organització sarcomèrica en els cardiòcits430 i 

l’expressió de proteïnes cardíaques clau, com la connexina-43431. El seu paper al cor 

adult només es coneix parcialment, i s’hipotetitza que també podria participar en la 

resposta hipertròfica cardíaca432. Per altra banda hi ha evidències que podria actuar com 

un factor de supervivència i cardioprotecció433.
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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 al DNA 

molt conservat434. Té un paper clau en el desenvolupament cardíac primerenc435. Tbx5 

s’associa amb Nkx2.5 i sinèrgicament promouen la diferenciació cardiomiogènica436. 

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 específics437.

Islet-1:

És un factor de transcripció expressat a les cèl·lules dels illots pancreàtics. 

Recentment, però, s’ha demostrat que Islet-1 (Isl-1) identifica les cèl·lules progenitores 

cardiovasculars, les quals donen lloc a cardiòcits, cèl·lules endotelials i cèl·lules 

musculars llises in vitro438, 439. Durant el desenvolupament del cor s’ha vist que Isl-1 és 

necessari per la proliferació, la supervivència, i la migració dels recentment descrits 

progenitors de la segona cresta cardíaca127. En l’adult, aquest factor de transcripció 

també identifica cèl·lules progenitores cardíaques128. S’ha demostrat que la seva 

expressió està regulada directament per la β-catenina440.

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 Z441, 442.

Cadena pesada de la β-miosina (β-MHC):

És la principal proteïna contràctil, converteix l’energia química en força mecànica 

mitjançant la hidròlisi de l’ATP. La miosina està organitzada a l’interior de la cèl·lula en 
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parelles de dos cadenes pesades d’uns 200 KDa cada una i dos parelles de cadenes 

lleugeres. La β-MHC s’expressa tant en múscul cardíac com en esquelètic443.

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 muscular443. 

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 miocàrdica444.

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’isoenzimes molt conservada445. SERCA2 té 2 isoformes fruit 

de l’splicing alternatiu, SERCA2a s’expressa predominantment al cor i al múscul 

esquelètic446, i SERCA2b que s’expressa a la musculatura llisa i a la majoria de teixits 

no musculars447-449.

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 cardíac450. 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 hematopoètic451. 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 

mitocòndries452.



APÈNDIX III

“Fora d'un gos, un llibre és el millor amic de l'home, 

i dintre d'un gos és massa fosc per a llegir”

Groucho Marx
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Descripció dels marcadors endotelials analitzats

EGR-1:

El early growth response factor 1 (EGR-1) és un factor de transcripció clau en 

l’expressió gènica després d’una lesió vascular. EGR-1 també podria ser un mediador 

de la inflamació i l’apoptosi en les cèl·lules vasculars453. Aquest factor regula 

l’expressió de gens implicats en el control del creixement o supervivència, i la seva 

expressió promou o reprimeix la proliferació o la regressió cel·lular en funció del tipus 

de cèl·lula i l’ambient454. És sobreexpressat per les cèl·lules vasculars per multitud 

d’estímuls com l’estrès mecànic, la hipòxia, l’angiotensina II,...455-457. S’hipotetitza que 

podria estar implicat en la patologia vascular456.

EGR-3:

L’early growth response factor 3 (EGR-3) forma part de la família Egr, que fan de 

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 VEGF458.

VCAM-1 (CD106):

La vascular cell adhesion molecule-1 és una glicoproteïna de superfície que 

s’expressa només quan les cèl·lules endotelials són estimulades per citoquines. VCAM-

1 s’indueix en cèl·lules endotelials en els teixits inflamats459-461 i participa en la 

extravasació dels leucòcits462. La unió dels leucòcits a VCAM-1 en cèl·lules endotelials 

activa la senyalització necessària per a la migració limfocitària463, 464.

VE-caderina:

Les caderines són una família de molècules d’adhesió. Les cèl·lules endotelials 

expressen com a mínim tres tipus de caderines, entre les quals, la VE-caderina (vascular 

endothelial cadherin), que s’expressa de manera específica a les unions entre les 
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cèl·lules endotelials465. Sembla que és important en el manteniment de la permeabilitat 

endotelial i, per tant, es creu que també en el control de la transmigració465, 466. La VE-

caderina també regula diversos processos com la proliferació cel·lular i l’apoptosi, i 

també modula les funcions del receptor del VEGF467.

Factor von Willebrand (vWF):

És una glicoproteïna imprescindible per a una homeòstasi normal. Està sintetitzat per 

les cèl·lules endotelials, els megacariocits i el teixit connectiu subendotelial468-470. vWF 

procura l’adhesió de les plaquetes al subendoteli després d’una lesió vascular470 i també 

té un paper important en la interacció entre les cèl·lules endotelials i la seva matriu471. 

La manca o deficiència d’aquest factor desencadena la malaltia de von Willebrand i està 

implicat en un gran nombre d’altres malalties470.

CD34:

És una molècula present en diversos tipus cel·lulars. Es una glicoproteïna de 

superfície que té funcions en l’adhesió cèl·lula-cèl·lula472. 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 estromals473. 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’altres474-476.

CD31:

També anomenat PECAM-1 (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’angiogènesi274, 477, 478.
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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 limfòcits i monòcits. CD102 té un 

paper clau en l’adhesió de les cèl·lules endotelials a integrines479. També participa en la 

transmigració i activació limfocitària.

CD133:

És una glicoproteïna transmembrana que es localitza específicament a les protrusions 

cel·lulars. S’expressa en cèl·lules mare hematopoètiques, cèl·lules progenitores 

endotelials, cèl·lules mare de la glia entre d’altres tipus cel·lulars480, 481. Tot i que és un 

bon marcador de cèl·lules mare es desconeix si té algun paper en les seves 

característiques funcionals481.

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·lagen482, LDL oxidada483, lipoproteïnes natives484,...  CD36 està 

implicat en l’homeòstasi, trombosi, inflamació, metabolisme dels lípids i de la 

glucosa485, 486, i aterogènesi487.

CXCR4:

També anomenat fusina. És el receptor de quemoquines específic per al SDF-1. La 

seva interacció amb SDF-1 té un paper important en el manteniment de les cèl·lules 

mare hematopoètiques al moll d’os. CXCR4 s’expressa en una gran varietat de cèl·lules 

del moll d’os i el seu endoteli, de la circulació fetal i del cordó umbilical488.

SDF-1 (CXCL12):

L’stromal derived factor-1 és una potent molècula quimiotàctil per als limfòcits489. 

La interacció de SDF-1 amb CXCR4 activa diferents vies implicades en la 
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supervivència, proliferació, adhesió i migració488. 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 CXCR4490.



APÈNDIX IV

“Per a veure-hi clar, només cal canviar 

la direcció de la mirada”

Antoine de Saint Exupery
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Descripció dels factors proangiogènics analitzats

VEGF:

Entre els inductors de l’angiogènesi, el VEGF (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 l’angiogènesi. Afavoreix la vasodilatació 

inicial augmentant la permeabilitat de les cèl·lules endotelials i afavorint el transport de 

proteïnes plasmàtiques491. El VEGF també augmenta els activadors del plasminogen i 

MMP-1 en les cèl·lules endotelials492 així com la seva proliferació i migració i a més, en 

redueix l’apoptosi493-495.

TNF-α:

El TNF-α (tumor necrosis factor-alpha) és una citoquina que promou la proliferació i 

migració de les cèl·lules endotelials i la formació de tubs in vitro. El TNF-α indueix la 

formació de nous vasos in vivo mitjançant les seves propietats proinflamatòries496.

PDGFBB:

El PDGFBB (platelet-derived growth factor BB) afavoreix la proliferació de les 

cèl·lules endotelials i la formació de tubs in vitro497 i in vivo498. També augmenta la 

proliferació de les cèl·lules musculars llises i dels pericits499.

FGFb:

El FGFb o FGF-2 (fibroblast growth factor basic/2) és una molècula quimiotàctil i 

mitogènica per les cèl·lules endotelials, fibroblasts i molts altres tipus cel·lulars500. A 

més, el FGFb augmenta l’expressió de VEGF, proteases i molècules d’adhesió en les 

cèl·lules endotelials501. En l’àmbit cardíac nombrosos estudis on s’ha aplicat el FGFb 

per tractar l’infart agut de miocardi han demostrat un augment en el número de vasos502-

504.
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IL-6:

La IL-6 estimula la proliferació, migració i formació de tubs en Matrigel de les 

cèl·lules progenitores endotelials in vitro505. Per altra banda un nombre creixent de 

treballs experimentals semblen indicar que la IL-6 confereix cardioprotecció i promou 

la neovascularització quan el cor pateix un estrès506-511.

IL-1β:

La IL-1β és una citoquina proinflamatòria que s’ha demostrat que participa en 

l’angiogènesi tan in vitro com in vivo512, 513. També s’ha vist que IL-1β augmenta 

l’expressió de VEGF en diferents tipus cel·lulars514, entre d’altres, els cardiòcits515.
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