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Resum / Resumen / Abstract

El PRP s'utilitza com a terapia regenerativa perquée ajuda a millorar el procés de cicatritzacié de
ferides croniques de la pell a I'estimular I'angiogénesi, pero hi ha alguns casos en els que no
funciona. Per aquest motiu, es proposa establir un model d’angiogénesiin vitro— en una
superficie coberta de gelatina en comptes de Matrigel — en el que poder testar el PRP de
pacients amb ferides croniques cutanies i verificar si funciona. Per fer-ho s’han realitzat assaigs
d’angiogenesi amb la linia cel-lular HUVEC, on s’ha estimulat la formacié d’estructures tubulars
amb factors de creixement alliberats per plaquetes activades (WPr). S’ha observat que quan
s’afegeix WPr al 75% en el medi, a les 4 h les cél-lules s’han alineat i s’han organitzat en
cercles formant una xarxa. Es encara necessari optimitzar el model d’angiogénesi in vitro que
hem posat a punt, perd s’ha pogut comprovar que no cal tenir una cobertura de superficie en
Matrigel per poder realitzar assaigs d’angiogénesi.

Paraules clau: PRP, ferides croniques cutanies, assaigs d’angiogenesis, HUVEC

El PRP se utiliza como una terapia regenerativa porque ayuda a mejorar el proceso de
cicatrizacion de heridas crénicas de la piel al estimular la angiogénesis, aunque existen casos
en los cuales no funciona. Por este motivo, se propone establecer un modelo de angiogénesis
in vitro — en una superficie cubierta de gelatina en lugar de Matrigel — en el que se pueda testar
el PRP de pacientes con heridas crénicas cutaneas y verificar si funciona. Para llevarlo a cabo
se han realizado ensayos de angiogénesis con la linea celular HUVEC, donde se ha estimulado
la formacion de estructuras tubulares con factores de crecimiento liberados por plaquetas
activadas (WPr). Se ha observado que cuando se afiade WPr al 75% en el medio, a las 4 h las
células se han alineado y organizado en circulos formando una red. Aln es necesario optimizar
el modelo de angiogénesis in vitro que hemos puesto en marcha, aunque se ha podido
comprobar que no es necesario disponer de una cobertura de superficie en Matrigel para poder
realizar modelos de angiogénesis.

Palabras clave: PRP, heridas cronicas cutdneas, ensayos de angiogénesis, HUVEC

PRP is used as a regenerative therapy as it helps to improve the healing process of chronic skin
wounds by stimulating the angiogenesis, although there are cases in which it does not work. For
this reason, it is proposed to establish an angiogenesis model in vitro — on a surface covered
with gelatine instead of Matrigel — in which the PRP of patients with chronic cutaneous wounds
can be tested and to verify if it works. Angiogenesis assays have been performed using HUVEC
cell line, in which the formation of tubule structures has been stimulated with the use of growth
factors released by activated platelets (WPr). It has been seen that 4 h after adding 75% of WPr
to the medium, the cells have been able to align and organise in circles forming a net. Even it is
still necessary to optimize the angiogenesis model in vitro that we have stablished, it has been
verified that it is not necessary to cover the culture surface with Matrigel in order to run an
angiogenesis assay.

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

Aquest treball de Fi de Grau (TFG) ha estat realitzat dins del grup de recerca TR2Lab, un grup
de recerca interdisciplinari i interinstitucional de la Universitat de Vic (UVic), que dirigeix la Dra.
Marta Otero Vifias. El TR2Lab fa recerca en I'ambit de la reparacié i la regeneracié tissular i té
especial interés en les ferides croniques cutanies. Treballa conjuntament amb la Unitat de
Ferides Croniques de I'Hospital Universitari de la Santa Creu (HUSC) de Vic per tractar
aquestes ferides i millorar la qualitat de vida dels pacients. Per aquest motiu aquest treball esta
emmarcat en la regeneracié de la pell

1.1.La pell

La pell és un organ complex que recobreix tota la superficie del cos. Proporciona una barrera
fisica entre el cos i I'entorn que protegeix el cos de I'entrada de substancies quimiques i de
microorganismes patdgens, redueix la pérdua d’aigua, regulacié de la temperatura corporal i
forma part del sistema immunitari.

1.1.1. Estructurade la pell

La pell esta organitzada en 3 capes: I'epidermis, la dermis i la hipodermis (Figura 1). Aquestes
regions difereixen entre elles en gruix, els components cel-lulars i moleculars i els annexos

cutanis.
Hair shaft
¢

Arrector pill ——— g y <«

muscle 4 \)‘ Ly,

Hair follicle

/pmem sweat gland duct
—Jeerms
A y

d
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Hair root
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Figura 1. Esquema de I’estructuracié de la pell. S'indiquen les 3 capes de la pell, les glandules, els annexos
cutanis, la vasculatura i 'enervacio present a la pell. Font: Wikimedia Commons

1.1.1.1. L’epidermis

L’epidermis és la capa més externa de la pell i esta formada per teixit epitelial escamés
estratificat i queratinitzat. El tipus cel-lular propi de I'epidermis son els queratindcits (comprenen
el 95% de I'epidermis) i produeixen la queratina, una proteina que protegeix la pell i els teixits
subjacents d’abrasions, calor, microbis i agents quimics. Depenent de la morfologia i posicié
dels queratinocits, se’n distingeixen 5 capes epidérmiques:
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- Stratum basale: és l'estrat més intern i esta format per una capa de queratinocits
cuboidals i algunes cél-lules mare que donen lloc a nous queratindcits. S6n essencials
per a la renovacio epidérmica.

- Stratum spinosum; format per 8-10 files de queratinocits. Aquest estrat destaca perquée
les unions cél-lula-cél-lula s6n molt fortes, conferint flexibilitat i forca a la pell.

- Stratum granulosum: format per 3-5 files de queratinocits plens de granuls de
gueratina. Constitueix la transicid entre els estrats metabolicament actius i els que
contenen cel-lules mortes.

- Stratum lucidum: aquest estrat solament es troba en zones de pell gruixuda com les
soles i en els palmells. Consisteix en 4-6 files de queratinocits morts.

- Stratum corneum: és l'estrat més extern. Esta format per 25-30 files de queratindcits
morts (Figura 2).

s = Deadcelis filled

with keratin

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum ——

Lamellar granules

Stratum spinosum Keratinocyte

Stratum basale

Merkel cell
Melanocyte ———— e — ~

Sensory neuron

Dermis

Figura 2. Esquema dels estrats de I’epidermis. S’indiquen els tipus cel-lulars presents a I'epidermis. Font:
Wikimedia Commons

La pell es troba en renovacié constant, es formen noves cél-lules, migren lentament cap a la
superficie i substitueixen les cél-lules mortes.

Els altres tipus cel-lulars que es troben presents en I'epidermis son els melandcits, unes
cél-lules productores de melanina, un pigment que protegeix la pell a I'absorbir les radiacions
UV del Sol; les cel-lules de Langerhans, un macrofag que resideixen a la pell; i les cél-lules
Merkel, que detecten les sensacions tactils.

L’epidermis no conté vasos sanguinis (és avascular) i connecta els fol-licles pilosos i les
glandules sebacies i sudoripares de la dermis amb I'exterior [1,2,3].

1.1.1.2. Ladermis

La dermis és la regié que es troba sota de I'epidermis, és més gruixuda que aquesta i esta
composada per teixit connectiu. El teixit connectiu és un dels teixits més abundants i té
nombroses funcions: s'uneix, fa de suport i dona for¢a a altres teixits; protegeix i ailla els organs
interns; emmagatzema energia (teixit adipés) i és on es produeixen la majoria de respostes
immunitaries. El teixit connectiu estd format principalment per matriu extracel-lular (ECM) i
cel-lules (Figura 3A).
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- La matriu extracel-lular és el material que es troba entre les cél-lules. Cada tipus de
teixit connectiu té unes propietats Uniques en funcié dels materials que componguin la
matriu extracel-lular. L'ECM, al seu torn, esta composada per substancia fonamental i
fibres:

e La substancia fonamental és el material que hi ha entre les cél-lules i les fibres.
En el cas de la dermis, la substancia fonamental esta composada principalment
per aigua i molécules organiques com els proteoglicans i les glicoproteines. Els
proteoglicans tenen I'habilitat de retenir molécules d’aigua, de manera que
proporcionen una solucié aquosa gelificada que permet la difusié de nutrients,
la formacié de vasos sanguinis i nervis, la migracié cel-lular i manté 'ECM
hidratada [4].

o Les fibres de 'ECM tenen com a funcié enfortir i donar suport al teixit
connectiu. En la dermis el tipus de fibres més comunes son les fibres de
col-lagen i les fibres elastiques. Les fibres de col-lagen s6n molt fortes i
resistents a la traccid, pero al no ser rigides, permeten la flexibilitat del teixit.
Les fibres elastiques estan composades per molécules d’elastina, una proteina
gue confereix elasticitat al teixit connectiu.

- Cada tipus de teixit connectiu conté un tipus de cél-lules del mesénquima que donen
lloc a les cel-lules propies que formen el teixit, com el fibroblasts, cél-lules reticulars,
musculars llises secretores, etc. En el cas de la dermis, aquestes cél-lules immadures
son els fibroblasts. Els fibroblasts sén el tipus cel-lular més nombrds de la dermis i
s’encarreguen de sintetitzar TECM. També hi trobem alguns macrofags residents i
adipocits.

La dermis s’estructura en dues regions — la dermis papil-lar i la reticular — que es diferencien
entre elles pel tipus de teixit connectiu que les compon. La dermis papil-lar es troba en contacte
amb I'epidermis i esta formada per teixit connectiu lax, és a dir, hi ha poques fibres i estan
organitzades entre les cel-lules; mentre que la dermis reticular esta formada per teixit connectiu
dens, que es caracteritza per contenir moltes més fibres, més gruixudes, fortament
empaguetades i hi ha menys ceél-lules que a la dermis papil-lar (Figura 3B).

A)

Collagen fibers

Roticutar fiboers. Fibroblasts

Mast cells

Elastic fibers

Plasma cells

Adlpocytes

Figura 3. La dermis. A) Cel-lules i fibres més representatives del teixit connectiu. Font: Figura 4.8. del llibre
Principles of Anatomy and Physiology (modificada) [2]. B) Tall histologic de la pell on s’aprecia la diferéncia entre
el teixit connectiu de la dermis papil-lar (lax) i el de la reticular (dens). Font: Wikimedia Commons
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A diferéncia de I'epidermis, la dermis esta altament vascularitzada (en detall a 'apartat 1.3.).
També conté vasos limfatics, terminacions nervioses i annexos cutanis. Els principals annexos
cutanis de la pell sén els fol-licles pilosos, les glandules sebacies i les sudoriferes i, s’originen a
la dermis. Els fol-licles pilosos cobreixen tota la superficie del cos a excepcié de les soles, els
palmells i els llavis. Les glandules sebacies estan connectades a l'arrel dels fol-licles pilosos i
secreten una substancia anomenada séu que contribueix en la impermeabilitzacié de la pell,
manté la pell suau i manté el pH aproximadament a 5, fet que evita el creixement de certs
bacteris. Les glandules sudoriferes produeixen la suor i la seva funcié principal és regular la
temperatura corporal, mitjangant la seva evaporacid, procés denominat com termoregulacié

[2,4].

La dermis és essencial per a la supervivéncia de I'epidermis. La xarxa de vasos sanguinis
serveix com a font de nutrients i permet la proliferacié de les cél-lules de I'estrat basal. A més,
la dermis papil-lar forma unes protuberancies denominades papil-les dérmiques que es
projecten cap a I'epidermis i creen un vincle fort i necessari entre I‘'epidermis i la dermis, perque
aguesta regi6 esta sotmesa a molt estrés mecanic (principalment de cisallament).

1.1.1.3. L’hipodermis

L’hipodermis és la regié més interna de la pell, es troba per sota de la dermis i per sobre del
muscul, tendd o os subjacents. De vegades es considera que no forma part de la pell, siné del
teixit subcutani. Esta format per teixit adipds que ailla eléctricament i termicament el cos;
protegeix de l'exterior; i serveix com a emmagatzematge d’energia. També conté vasos
sanguinis i terminacions nervioses sensibles a la pressio [1,2,3].

1.1.2. Envelliment de la pell

L’envelliment de la pell sol comengar cap als 40 anys i comporta uns canvis que esdevenen en
la pérdua de la seva estructura i funcionalitat. Les alteracions que s’experimenten a cada capa i
annexos cutanis de la pell es recullen a la Taula 1.

Epidermis e Atenuaci6 de les papil-les dermiques. Comporta que la pell sigui més susceptible a
les forces de cisallament. També comporta la reduccié de I'area epidérmica fent que
hi hagi menys cél-lules basals i queratinocits i, comporta que la pell esdevingui més
seca.

e Reducci6 de la poblacié de ceél-lules de Langerhans. Comporta una reduccié de la
resposta immunitaria.

e Reduccié del nombre de melanocits metabolicament actius. Produeix un canvi en la
pigmentacié de la pell, aquesta sol ser desigual i apareixen taques fosques a la pell,
anomenades taques de I'edat, a causa de 'augment en mida d’alguns melandcits.

e S’enrellenteix considerablement la migracio de les cél-lules epitelials des de la lamina
basal fins a la superficie epidermica, fent que el recanvi de cel-lules epidermiques i
la descamaci6 sigui menys efectiva.

Dermis e Reducci6 del nombre de fibres de col-lagen, perque la taxa de degradacié supera la
de sintesi a causa de la reduccid de la poblacié de fibroblasts. A més, les fibres es
trenquen i desorganitzen (estan més separades i disperses). Aixo fa que la dermis
esdevingui més prima i es redueixi la transferéncia de nutrients entre la dermis i
I’epidermis.
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e La desorganitzacio, I'atrofia i la degradacié de les fibres elastiques comporta que la
pell sigui més laxa i apareguin arrugues.

e La reduccio de la concentracié de proteoglicans comporta la disminucié del contingut
aquos de la pell i que la pell es torni més prima i més susceptible a arrugar-se.

e La poblaci6 de macrofags es redueix i la seva capacitat de fagocitosis és menys
eficient, fent que la pell sigui més susceptible a infeccions.

Hipodermis e Desapareix el teixit adipds subcutani i la pell esdevé més flaccida.

Glandules e Reducci6 del nombre de glandules sudoriferes. Condueix a la reduccié la produccié
de suor i I'olor corporal i, dificulta el procés de termoregulacio.
e Reducci6 de la mida de les glandules sebacies i, consegiientment, de la produccié
de seu. Condueix a que la pell esdevingui més seca.

Peél e Reducci6 de la densitat de pél i del seu diametre. Juntament amb la reduccié de
melanocits funcionals, el pél esdevé gris.

Nervis e Alteracio i reduccié de receptors sensorials, disminuint la percepcid de la pressi6 i el
dolor.

Vasos e Esredueix la quantitat de microvasculatura. Les parets de les artéries es tornen més

sanguinis gruixudes i es fan més rigides, alterant aixi les funcions de vasoconstriccio i

vasodilatacié i reduint el volum sanguini que transporten. Per altra banda, els
capil-lars es tornen menys permeables, fet que dificulta la difusié de nutrients i
oxigen.

e Desaparicié dels loops capil-lars que subministren sang a la dermis.

e Els vasos sanguinis que acompanyen els annexos cutanis redueixen el seu diametre
i poden ser responsables de la disminucio de la funcié glandular, com la reduccié de
la produccié de suor i séu, com del creixement del pél.

Taula 1. Canvis dels teixits i dels annexos cutanis associats a I'envelliment de la pell. Font: elaboraci6 propia

[lrgvgr_-l-

1.2.Les ferides

Una ferida és una lesié corporal que trenca la continuitat normal dels teixits. Ens referim a
ferida cutania a aquella lesié que només afecta la pell (epidermis i dermis)[5].

1.2.1. Cicatritzacio normal d’una ferida

La cicatritzacio és el procés natural per reparar i regenerar els teixits que han patit una ferida.
Es un procés complex i dinamic en el qual participen molts tipus cel-lulars i es produeixen
diversos fenomens fisiologics com la inflamacié, I'angiogenesi, la formacié de teixit granulos, la
reepitelitzacio, la formacié i remodelitzacid6 de matriu extracel-lular [6,7]. Aquests fenomens
s’encavalquen temporalment i es poden dividir en les segiients etapes: hemostasia, inflamacio,
proliferacio i remodelacio [8].

1.2.1.1. Hemostasia

L’hemostasia es defineix com la sequéncia de respostes que es produeixen de manera local
quan es trenca un vas i tenen com a finalitat aturar el sagnat [2]. En aquesta etapa, el tipus

11

Grau en Biotecnologia



Posada a punt d’'un model d’angiogénesis in vitro per estudiar I'accié del PRP en la regeneracio de teixits

cel-lular crucial sén les plaquetes i el component de la matriu extracel-lular més important és el
fibrinogen [7].

Les plaquetes sén fragments sense nucli de megacariocits produits al moll de l'os. Sén
relativament petites, d’entre 2-4 um de diametre, perd molt nombroses, la seva concentracié en
sang habitual és: 150.000-400.000/uL de sang. Després d’entrar en circulacié, aproximadament
un ter¢ de la poblacié plaguetaria migra a la melsa per ser emmagatzemades per a una
posterior alliberaci6 a la circulacié sanguinia en cas que es trenqui un vas sanguini.

Hi ha 3 mecanismes per reduir la pérdua de sang: (1) I'espasme vascular, (2) la formacié del
tap plaquetari i (3) la coagulacio (superposant-se els dos darrers).

(1) Quan un vas sanguini es trenca, la musculatura llisa de les seves parets es contrau
immediatament per reduir la perdua de sang en resposta al PDGF alliberat per les
plaquetes. Aquesta resposta es denomina espasme vascular.

(2) Al produir-se una ferida, els vasos es danyen i les fibres de col-lagen subendotelials
queden exposades. Les plaquetes s’adhereixen al col-lagen i, juntament amb la
trombina, es promou la seva activacié. L’activacié de les plaguetes provoca que canviin
de morfologia — estenen moltes projeccions de manera que interactuen les unes amb
les altres — i la seva desgranulacié — l'alliberacié de grans quantitats de molécules de
senyalitzacié solubles essencials perqué s’inicii el procés de reparacié d’una ferida i
que estimulen la coagulacié i I'angiogénesi [9]-. Existeixen dos tipus de granuls:

- Els granuls a contenen una gran varietat de proteines: factors de coagulacié
(factor V, VIII, fibrinogen), factors angiogénics i de creixement (angiogenina,
VEGF, PDGF, bFGF), antiangiogénics (angiostatina, PF4), proteinases (MMP2,
MMP9) i altres citocines.

- Els cossos densos o granuls & contenen serotonina, Ca2+, ADP, ATP, tromboxa
A2 i altres molécules que participen en 'hemostasia [8].

L’ADP alliberat interacciona amb receptors i esimula les plaquetes fent que aguestes es
tornin més enganxoses i reclutin altres plaquetes per formar el tap plaquetari.

(3) La coagulacié és una série complexa de reaccions quimiques que té com a finalitat
transformar el fibrinogen soluble en insoluble per formar una malla de fibrina. Els punts
claus de la cascada de coagulacié son la formaci6 de la protrombinasa, enzim
necessari per transformar la protrombina en trombina i, la trombina al seu torn
converteix el fibrinogen insoluble en fibrina soluble.

El tap plaquetari i la malla de fibrina es combinen per formar el trombus o coagul sanguini que
atura el sagnat, constitueix una font de factors de creixement, forma una barrera per evitar la
invasié6 de microorganismes i serveix com a scaffold provisional per la migracio cel-lular
necessaria per a la curacié de la ferida [2,7,10].

1.2.1.2. Fase inflamatoria

La fase inflamatoria comenca immediatament després que es produeixi una ferida i sol durar
entre 24-48 h. La inflamacié és una resposta protectora, davant d’'un estimul danyi, on
intervenen cél-lules del sistema immunitari, vasos sanguinis i mediadors moleculars. L’objectiu
de la inflamacio és eliminar el causant del dany cel-lular, eliminar les cél-lules i teixits necrosats

i iniciar el procés de reparacio tissular.
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En el lloc de la ferida, les cél-lules malmeses — els fibroblasts, els queratinocits, les cél-lules
endotelials i els mastocits — alliberen citocines i quimioquines inflamatories, agents
vasodilatadors, factors que permeten la permeabilitzacié dels vasos i proteases que permeten
el reclutament de cél-lules immunitaries, per mitja de la trasvasacié de neutrofils, limfocits i
monocits al lloc de la ferida. Els neutrofils sén les cél-lules predominants durant les primeres
hores (inclis dies) de la fase inflamatoria. Posteriorment, el nombre de neutrofils disminueix i
augmenta la quantitat de macrofags. Aquestes cel-lules fagocitiques destrueixen els possibles
agents infecciosos alliberant granuls toxics i fagocitant-los. També sintetiizen MMPs que
digereixen 'ECM, promovent aixi la inflamacié; i la produccié d’espécies reactives d’oxigen
(ROS) que faciliten I'eliminaci6 de desfets cel-lulars (Figura 4) [7,8,10].

Blood clot
in wound

— Epithelium
migrating
across wound
Fibroblast

- Collagen fibers

Monocyte (macrophage)

Neutrophil

Dilated blood vessal

Damaged blood vessel

~ End of clot

Figura 4. Fase inflamatoria de la curacié d’una ferida. S’indiquen els tipus cel-lulars que hi participen. Font:
Figura 5.6.C. del llibre Principles of Anatomy and Physiology [2].

1.2.1.3. Fase de proliferacio

Després de 4 dies comenca la fase de proliferacio, caracteritzada per la formacié de teixit
connectiu nou o de teixit de granulacio [7].

L’objectiu d’aquesta etapa és disminuir 'area de teixit malmés per tal que es tanqui la ferida.
Per fer-ho, es crea una barrera permeable (reepitelitzacio), s’estableix un suport sanguini
adequat (angiogenesi) i es reforcga el teixit malmes (fibroplasia).

La reepitelitzacié es caracteritza per la cobertura del llit de la ferida per la proliferacié dels
queratinocits de les vores de la ferida que migren per tancar la ferida. Un cop s’ha tancat la
ferida, els queratinocits s’estratifiquen i es diferencien per tornar a formar la barrera protectora

[8].

L’angiogénesi és un procés coordinat que inclou la proliferacié de les cel-lules endotelials, el
trencament i la formacié de membrana basal, la formacié d’estructures tubulars i el reclutament
de cel-lules perivasculars — cél-lules amb capacitat contractii que envolten les cél-lules
endotelials de I'endoteli vascular [5]. Finalment, aquests vasos es recobreixen de cél-lules
musculars llises per a la completa formacié dels vasos sanguinis. La nova microvasculatura
permet I'arribada d’oxigen, nutrients i cél-lules immunes a I'estroma [10].
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En el procés de fibroplasia, els fibroblasts proliferen i secreten components de 'TECM com
col-lagen, elastina, fibronectina, glicosaminoglicans i proteinases [8] per formar el teixit de
granulacié. La formacié d’'una membrana basal entre I'epidermis i la dermis és essencial per
restablir la integritat i la funcié del teixit.

El teixit de granulacid consisteix principalment en components del coagul sanguini, fibroblasts i
'ECM de teixit connectiu lax (col-lagen lll) sintetitzat per aquests, nous vasos sanguinis en
formacio i cél-lules inflamatories. A causa de la quantitat de vasos sanguinis petits que s’estan
formant, el teixit de granulacié sera de color vermell clar o rosat i amb una superficie irregular
formant petites elevacions en forma de granuls, motiu pel qual es denomina teixit de granulacié

(Figura 5) [11].

A)

Neovascularization

Ulcer

Young fibrous
tissue in a
loose matrix

Fibroblasts —

Figura 5. Teixit de granulacié. A) Tall histologic del teixit de granulacié. B) Vista macroscopica del teixit de
granulacié. Font: Wikimedia Commons (modificada)

1.2.1.4. Fase de remodelaci6

La fase de remodelaci6 comencga aproximadament 3 setmanes després que s’hagi produit la
ferida i pot durar fins a un any o més. L'objectiu d’aquesta fase és recuperar la maxima
resisténcia a la traccié possible per mitja de la reorganitzacio i la degradacié de 'ECM anterior i
formar-ne de nova. Aix0 és possible perqué el teixit de granulacié es va substituint per teixit de
cicatritzaci6, un teixit connectiu menys cel-lular i vascularitzat i més ric en col-lagen | (més fort
gue el col-lagen IIl que trobem al teixit de granulacio).

Resurfaced

s o _(}! epithelium
‘ . —— Collagen fibers

Figura 6. Fase de remodelacié de la curacié d’una ferida. S’indiquen els tipus cel-lulars que hi participen.

Recuperada de: Figura 5.6.D. del llibre Principles of Anatomy and Physiology [2].
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Quan ocorre la reepitelitzacio i la ferida es tanca, la migracié de queratinocits s’atura i els
fibroblasts secreten MMPs. Les MMPs degraden de mica en mica el teixit de granulacio i
canvien la composicié de 'ECM — el col-lagen tipus lll es degrada i se sintetitza del tipus I; es
redueix la concentracié d’acid hialuronic i fibronectina de I'ECM; la sintesi i estructuracio de
I'elastina fa el teixit més elastic; i hi ha una regressio i maduracié de la neovasculatura (Figura
6) [7,10,12,13].

1.2.1.5. Rol dels factors de creixement en la reparacio tissular

Els factors de creixement sén un tipus de citocines que estimulen la proliferacié cel-lular. La
unié de factors de creixement als receptors de la superficie cel-lular condueix a l'inici de vies
especifiques de transduccié de senyals que en Ultima instancia, generen canvis en I'expressio
génica que condueixen a la sintesi de proteines, canvis en I'activitat cel-lular o en la proliferacié

[9].

Els factors de creixement tenen I'habilitat de millorar la cicatritzacié d’'una ferida per mitja de
diferents mecanismes:

- Els factors de creixements tenen la capacitat d’atreure ceél-lules inflamatories i
fibroblasts a la ferida. Per exemple, VEGF, PDGF i TGF- atreuen neutrofils a la zona
malmesa per evitar I'entrada de patdgens.

- Actuen com a mitdgens per estimular la proliferacioé cel-lular.

- Estimulen 'angiogénesi. Com per exemple, VEGF i FGF.

- Participen en la sintesi i degradacié de 'lECM. Per exemple, TGF- promou la sintesi
de col-lagen i les fibres d’elastina.

- Estimulen a les cél-lules que rodegen la ferida perque sintetitzin citocines i factors de
creixement.

- Permeten la migracié cel-lular. Per exemple, 'EGF, TGF-a i el FGF en la fase de
reepitelitzacio estimulen la migracio i la proliferacié de les cél-lules epitelials [6,14].

Per coneixer en més detall el paper dels factors de creixement alliberats per les plaquetes en
I'angiogénesi i sobre quines cél-lules actuen veieu la Taula 2.

Factor Alliberat per Accio
TGF-a Macrofags Formacio del teixit de granulacio
Plaguetes Estimular la proliferacié de cel. epitelials i fibroblasts
TGF-B Plaquetes Quemotaxis
Neutrofils Diferenciacid dels fibroblasts en miofifroblasts
Macrofags Construccié de la matriu de col-lagen i fibres d’elastina
Fibroblasts Estimulacié de I'angiogénesi

Contracci6 de la ferida
Alliberacié d’altres factors de creixement
Estimulacié de MMP
PDGF  Plaquetes Quemotaxis
Fibroblasts Proliferacié dels fibroblasts
Cel. endotelials  Deposicié del col-lagen
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VEGF

TNF-a

FGF

EGF

HGF

bFGF

CTGF
SCGF

Macrofags Involucrat en la maduracio6 dels vasos
Neutrofils Recluten cel-lules progenitores endotelials del moll de I'és
Recluten pericits i cel-lules musculars llises per mantenir

les parets dels vasos

Plaquetes Estimular 'angiogénesi
Neutrofils Neovascularitzacio
Queratindcits Controla la proliferacid, la morfogénesis, la migracio i la

Ceél. Endotelials  supervivencia de les cel-lules endotelials
Promou I'allargament i la ramificacié dels vasos

Plaquetes Quemotaxis
Alliberacié d’oxid de nitrogen
Activacio d’altres factors de creixement

Cel. Endotelials  Estimulen 'angiogénesi

Fibroblasts Migracio i proliferacio de les cel-lules endotelials
Mitogenic pels fibroblasts

Cel. endotelials  Migracio i proliferacio de les cel-lules endotelials
Indueix la formacio d’estructures tubulars

Cél. Endotelials  Mitogen per cel-lules endotelials

Plaquetes Estimula la secreci6é de VEGF

Cel. Endotelials  Indueix la proliferacio i la formacié d’estructures tubulars
de les cel-lules progenitores endotelials
Estimula la secrecié de VEGF

Cel. Endotelials Regula la remodelacioé vascular

Ceél. Endotelials  Quemotaxis

Incrementa la formacié d’estructures tubulars

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

I’angiogénesi. S’especifica sobre quin/s tipus cel-lulars i quines funcions porten a terme cada factor de

creixement

implicat en I'angiogénesi. Font: elaboraci6 propia [8,9,20,21].

1.2.2. Complicacions de la reparacié d’una ferida degudes a I’envelliment

L’envelliment comporta canvis en I'estructura normal de la pell (veieu Taula 1) que compliquen
el procés de curacié d’una ferida. Les alteracions que s’experimenten a cada etapa del procés

de cicatritzaci6 es

Fase inflamatoria

Fase de proliferacid

recullen a la Taula 3.

Si la pell te una irrigacié deteriorada i arriba poca sang a la lesi6é cutania,

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

de creixement necessaris per la reparacio de ferides.

e Es redueix la permeabilitat dels vasos del voltant de la ferida, reduint aixi la
trasvasacio de neutropils, limfocits i monacits.

e Disminueix la capacitat fagocitica dels macrofags.

Els queratinocits, els fibroblasts i les cel-lules endotelials presenten una
resposta proliferativa reduida, alterant la reepitelitzacio, a la formacié de teixit
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de granulacié i 'angiogenesi respectivament.

e Es redueix la secrecié de factors angiogenics (FGF, VEFG, TGF-B), afectant
el procés d’angiogenesi que també es redueix.

e La producci6 de col-lagen es redueix, conseglientment, afecta la deposicié de
teixit connectiu.

e Hi ha una sobreexpressio de MMPs i una reducci6 dels seus inhibidors. Tot i
gue les MMPs sén necessaries per al procés d’angiogénesi (lTECM s’ha de
degradar per formar els nous vasos), si s’elimina molta ECM, s’altera la
migracio dels queratindcits durant la reepitelitzacio.

Fase de e Hiha una reduccio de la sintesi de col-lagen I. Com aquest col-lagen exerceix
remodelacio forca perqué es tanqui la ferida, el seu déficit fa que ferida romangui més
temps oberta i sigui susceptible a patir infeccions.

Taula 3. Complicacions en el procés de cicatritzacié associades a I'envelliment. Font: elaboracié propia [3].

1.3.Vasos sanguinis de la pell

La pell rep un suport sanguini abundant a partir de la vasculatura que hi ha a la dermis i
I'hipordermis. La vasculatura de la pell esta formada per arterioles, capil-lars i vénules i que
tenen com a objectiu assegurar la nutricié del teixit i els annexos cutanis [15]. Les arterioles
(10-100 pm de diametre) i les venules (10-200 um) presenten una paret gruixuda i resistent de
teixit connectiu, moltes capes de ceél-lules musculars llises — que es pot contraure
(vasoconstriccid) o relaxar (vasodilatacio) per regular el flux i la pressié sanguinia — i una Gnica
capa de cél-lules endotelials, anomenada endoteli, que esta separada de la resta de capes
externes per la lamina basal. Les quantitats de teixit connectiu i muscular de les parets dels
vasos varien segons el diametre i la funcié del vas, mentre que el revestiment endotelial
sempre és el mateix. Els capil-lars (10-100 pm) so6n els vasos més prims i simples, presenten
una sola capa de cél-lules endotelials rodejada per la lamina basal i pels pericits — s6n unes
cél-lules del teixit connectiu amb capacitat contractil que formen una capa discontinua al voltant
de I'endoteli (Figura 7) [16,17].

Capillary Vein
Arteriole Tunica Tunica externa
____ J—externa » o8 Tunica media
2L Tunica intima
Tunica 5
o
media Basement membrane
B S Vasa vasorum
/
Endothelial layer ) . 4
| Tunica (tunica intima) Ty '.27- Smooth muscle
intima ) —
"
\ ; A

—— Endothelium
LA
Intercellular cleft AL\

Figura 7. Tipus de vasos sanguinis de la pell. Arteriola (esquerra), capil-lar (centre) i vénula (dreta). Font:
Lumen learnin [34].

Seguint la direccié del flux sanguini, la sang oxigenada i rica en nutrients arriba a la pell per
mitja d’arterioles de I'hipodermis i la dermis. Les arterioles porten la sang als capil-lars, els
quals formen una xarxa de microvasculatura anomenada Ilit vascular, responsables de
l'intercanvi de gasos i de nutrients. Finalment, la sang desoxigenada i amb substancies de
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rebuig flueix des dels capil-lars cap a les veénules [17]. Aix0 és possible perque les arterioles
que subministren sang a la pell es ramifiquen cap amunt per formar dos plexes de vasos en
anastomosis. El plexe més profund es troba entre la unié de I'hipodermis i la dermis i es coneix
com el plexe cutani; el plexe més superficial es troba entre la dermis reticular i la papil-lar i es
coneix com el plexe subpapil-lar o superficial. El plexe subpapil-lar subministra sang a la dermis
papil-lar formant loops en cada papil-la dérmica; mentre que el plexe cutani subministra sang a
I'hipodermis, la dermis reticular, els fol-licles pilosos i les glandules sebacies i sudoripares. El
drenatge venods s’organitza també amb plexes molt semblants al de les arterioles (Figura 8)

[18].

Epidermis

Papillary loops

A %}an&y plexus

- gland

\
|
7 ﬁ—\%}cmanmus plexus
i 2
Sweat gland

Arterial supply

Dermis

Arteriovenous
anastomosis

Subcutis

Venous drainage —_
—

Figura 8. Circulacié de la pell. Es mostren els plexes cutani i subcutani i els loops pail-lars. Els vasos vermells
transporten sang oxigenada i els blaus sang desoxigenada. Font: Figura 9.8. del llibre Wheather’s Functional
Histology [18].

1.3.1. Generaci6 de vasos sanguinis

La vasculogénesi és la formacié de vasos sanguinis de novo, és a dir, la formacié de vasos
sanguinis en un lloc on préviament no hi ha de preexistents. Solament ocorre durant el
desenvolupament embrionari i es formen a partir d’angioblasts. La vasculogénesi és un procés
dinamic dirigit per factors de creixement que implica la diferenciacié de les cél-lules mare
mesodérmiques en angioblasts, la migracié dels angioblasts per formar blood islands on els
angioblasts es diferencien en cél-lules endotelials.

Existeixen altres tipus de creixement vascular com l'angiogénesi, que s’explica en detall a
l'apartat 1.4.; 'arteriogénesi, que és la formacié d’ateries; la venogénesi, que és la formaci6 de
venes; i la limfangiogénesi, que és la formacié de vasos limfatics [16].

1.3.2. Endoteli

L’endoteli no és un mer revestiment dels vasos sanguinis i limfatics, sind que realitza diverses
funcions transcendents per 'organisme:

- Funcié transportadora de I'endoteli: I'endoteli és una barrera selectiva que regula el pas
de molécules i cél-lules des de la sang a teixits subjacents.
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- Manteniment del to vascular: I'endoteli produeix substancies vasodilatadores i
vasoconstrictores que regulen el to vascular, el reclutament i I'activitat de les cél-lules
inflamatories, i regulen la trombosi.

- Produccié d’dxid nitric (NO): NO, prostaciclina, endotelina i el factor hiperpolaritzant
derivat de I'endoteli (EDHF) sén uns vasoactivadors poderosos d’acci6 local alliberats
per les cél-lules endotelials, que afecten en la funcioé i I'estructura de la musculatura
vascular llisa. La produccid constitutiva de NO manté els vasos sanguinis en un estat
de vasodilatacié [19]. També evita I'activacio, la uni6 i I'agregacié plaquetaria quan
I'endoteli esta intacte [7].

- Produccié d’endotelina: I'endotelina és un potent vasoconstrictor que estimula la
proliferacio cel-lular i incrementa la sintesi de col-lagenasa, prostaglandina i PDGF.

- Funcid protectora: les cel-lules endotelials juguen un paper principal en la defensa de
'organisme i en les respostes inflamatories. Regulen la mobilitzacié de leucocits cap
als teixits en sintetitzar molécules d’adhesié6 — E-selectina, P-selectina, molécula
d’adhesio intramolecular 1 (ICAM-1), molécula d’adhesié de ceél-lules vasculars
(VCAM) i factor activador de plaquetes (PAF)— que uneixen als leucocits a I'endoteli.
Recluten neutrofils, eosinofils, limfocits T, mondcils i cél-lules natural killer (NK).

- Funcié metabdlica: les cél-lules endotelials exerceixen accions paracrines i endocrines
significatives a la musculatura llisa dels vasos sanguinis 0 en els elements sanguinis
circulants, com les plaquetes i els leucocits. Els factors de creixement que produeixen
participen en respostes immunitaries i inflamatories, la trombosi i 'angiogénesi.

- Manteniment de I'homeostasi i la coagulacio: les cél-lules endotelials i les cél-lules
musculars llises vasculars expressen proteines que participen directament en el
manteniment de I'homeostasi, la coagulacid, I'angiogénesi, 'adhesio dels leucocits a
les parets dels vasos, la regulacié del to vascular, etc. Les proteines de coagulacié que
circulen pel torrent sanguini i els seus receptors que es troben al llarg de I'endoteli,
estan altament controlats per regular i iniciar una resposta de coagulacio en cas que es
malmeti un vas [19,20,21].

1.3.3. Lasang

La sang és un teixit connectiu liquid que consisteix en cél-lules suspeses en una matriu
extracel-lular liquida. La sang és més densa i viscosa que l'aigua, la seva temperatura és de
38°i té un pH lleugerament alcali (entre 7.35-7.45).

La sang esta formada per dos components: (1) el plasma sanguini, la matriu extracel-lular
liquida que conté substancies dissoltes i, (2) els elements formes, que correspon a les cél-lules
sanguinies. Si se centrifuga una mostra sanguinia, les cél-lules (que s6n més denses) baixen al
fons del tub, mentre que el plasma (que és menys dens) forma una capa a la part superior del
tub. Els elements formes constitueixen el 45% de la sang i el plasma sanguini el 55%.
Normalment, més del 99% dels elements formals son eritrocits i, I'1% restant sén leucocits i
plaguetes. Els limfocits sén menys densos que els eritrocits i formen una capa molt prima entre
el plasma sanguini i la fracci6 dels eritrocits (Figura 9) [2].
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Figura 9. Components de la sang. A) Aparenca de la sang centrifugada. B) Components de la sang. Font:
Figura 19.1. del llibre Principles of Anatomy and Physiology [2].

1.4.Angiogenesi

La formacid6 de vasos sanguinis a partir de vas preexistent es coneix com el procés
d’angiogenesi 0 neovascularitzacié. Aquest fenomen ocorre de manera natural al llarg de la
vida d’'una persona, aquesta estigui sana o malalta. Es produeix per primer cop durant la
formaci6 del fetus i continua durant la vida adulta. Tots els teixits metabolicament actius del cos
es troben com a molt a un 100 ym d’un capil-lar sanguini. Els capil-lars es necessiten en tots
els teixits per intercanviar nutrients i metabolits per difusié facilitada.

En els darrers 40 anys, ha augmentat I'interés a entendre i controlar el procés d’angiogénesi
pel seu elevat valor terapéutic. L'estimulacié de l'angiogénesi es pot utilitzar per tractar
malalties isquemiques del cor, malalties arterials perifériques i en la reparacié de ferides. Per
altra banda, disminuir o inhibir el procés d’angiogénesi es podria utilitzar per tractar el cancer,
I'artritis reumatoide, entre altres malalties.

En condicions normals i en una persona sana, els vasos creixen i es retrauen segons les
necessitats funcionals dels teixits. Per una banda, I'exercici estimula 'angiogénesi en el muscul
esquelétic i en el cor i, en el teixit adipdés quan es guanya pes. Mentre que la falta d’exercici i la
pérdua de pes fomenta la regressié dels vasos [7,16].

1.4.1. Tipus d’angiogénesi

S’han descrit dues formes d’angiogenesi: sprouting angiogenesis i intussusceptive
angiogenesis. Es creu que totes dues ocorren en tots els teixits i organs d’un individu durant la
seva vida adulta.

1.4.1.1. Sprouting angiogenesis

La sprouting angiogenesis s'inicia en teixits on es detecten una concentracié baixa d’oxigen

(condicions d’hipoxia) i com a resposta s'inicia la formacié de vasos, per tal de satisfer les
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necessitats metaboliques de les cél-lules parenquimatoses. La majoria de cél-lules
parenquimatoses responen a un ambient d’hipdoxia produint VEFG i PDFG. Les cel-lules
endotelials que estan exposades a nivells més elevats de VEFG i PDFG s’anomenen tip cells.
Les tip cells guien i lideren el desenvolupament d’'un nou capil-lar a través de la matriu
extracel-lular. Les tip cells tenen uns fil-lopodis que secreten uns enzims proteolitics (MMPSs)
que degrada I'ECM que les envolta. A més, aquests fil-lopodis permeten la migracié de les tip
cells i alhora, les cél-lules endotelials del vas preexistent (stalk cells) proliferen causant
I'elongacié del nou capil-lar. Les dues tip cells s’uneixen i formen un lumen per on fluira la sang
oxigenada. Quan s’ha restablert els nivells d’oxigen normals, els nivells de VEGF i PDGF
disminueixen i tornen a un estat basal. Per dltim, la maduracio i estabilitzacié del capil-lar
requereix el reclutament dels pericits i la deposicié de 'TECM (Figura 10) [7,16].
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Figura 10. Sprouting angiogeéenesis. Se’n distingeixen aquestes fases: la degradacié enzimatica de la
membrana basal dels capil-lars, la proliferacié i la migracio dirigida de les cel-lules endotelials, la tubulogénesi,
la fusio dels vasos i I'estabilitzacié dels pericits. Font: Figura 1.4. del llibre Angiogenesis [16].

1.4.1.2. Intussusceptive angiogenesis

La intussusceptive angiogenesis també es coneix com a splitting angiogenesis perqué la paret
d’'un vas s’estén cap a l'interior (lumen) i causa que un vas Unic es divideix en dos. Es creu que
aquest tipus d’angiogénesi és més rapid i eficient en comparacié amb I'sprouting angiogenesis
perqué es basa en la reorganitzacié de les cél-lules endotelials existents i no requereix la
proliferacié o migracié de cél-lules endotelials. Aquesta forma d’angiogénesi es produeix al llarg
de la vida, perd duu a terme un paper rellevant durant el desenvolupament vascular de I'embrié

[16].

La intussusceptive angiogenesi es porta a terme en 4 fases:

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

2. Es reorganitzen les unions de les cél-lules endotelials i es perfora la bicapa del vas per
permetre I'entrada de factors de creixement i cél-lules al lumen vascular.

3. Es forma una separacio cel-lular a la zona de contacte que separara els dos nous
vasos. Aquesta separacid cel-lular es envaida per pericits i miofibroblasts, que
sintetitzen i depositen fibres de col-lagen.
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4. Finalment, s’acaba de formar la paret que separa els dos nous vasos sense alterar la
nova estructura vascular (Figura 11) [22].

Figura 11. Representacio tridimensional de la generacié d’'un nou segment vascular per mitja de la
intussusceptive angiogenesis. La sequéncia d’'imatges inferior mostra els tipus cel-lulars que hi participen (Pr:
pericit, EC: cél-lula endotelial, Fb: fibroblasts, Co: col-lagen). Font: Figura 1 de I'article Djonov et. Al. “Vascular
remodelin by intussusceptive angiogenesis” [22].

1.5.Ferides Croniques

Ja hem vist els efectes de I'envelliment en els processos de cicatritzacid. Ara ens centrem en
les ferides que es cronifiquen sense aconseguir la cicatritzacio i els factors que contribueixen
en aquesta cicatritzacio. La cicatritzacioé d’una ferida sol ser un procés rapid i eficient, pero hi ha
certs factors com l'edat i certes patologies associades a I'envelliment — com problemes
cardiovasculars o la diabetis —, provoquen que aquesta curacié es compliqui [8]. Es considera
que una ferida ha esdevingut cronica quan la seva cicatritzacié no es produeix dins del periode
esperat, normalment unes 12 setmanes, segons la seva etiologia i localitzacio [23,24].

En estudiar les ferides croniques, s’ha vist que (1) solen tenir pocs factors de creixement actius,
ja sigui perque queden atrapats en la fibrina de 'TECM, s6n degradats per proteases que hi ha
al lloc de la ferida, s’ha reduit la seva produccio6 i alliberacid, o una combinacié de totes
aquestes causes; (2) hi ha un desequilibri entre el nombre de proteinases i els seus inhibidors,
la qual cosa complica la cicatritzacié perqué es degrada ECM de manera anormal; i (3) un gran
nombre de fibroblasts en les ferides croniques es troben en senescéncia, fet que complica que
responguin als estimuls dels factors de creixement i la sintesi ECM quedi afectada. Tots
aguests escenaris compliquen la reparacié tissular i, consegliientment, la seva cicatritzacié

(25,26].

Les ferides croniques disminueixen la qualitat de vida dels pacients, perqué requereixen
tractaments de manera continuada, un alt percentatge de pacients senten dolor i, de vegades,
la seva mobilitat es redueix. Per aquest motiu, la curacid de les ferides ha esdevingut un repte
médic. S’han proposat diferents métodes per promoure la cicatritzacié de ferides que inclouen
la terapia génica, reemplacar teixits, I'is de factors de creixement recombinants i tractaments
basats en cel-lules, I'is de PRP, entre d’altres [27]. Aquest treball s’emmarca en I'is de PRP
com a terapia per estimular la curacié de les ferides.

1.5.1. Tractament de ferides croniques amb PRP
El plasma ric en plaquetes (PRP) es defineix com la porcié de la fraccio plasmatica que conté

una concentraci6 de plaquetes per sobre del nivell basal, aproximadament 1.000.000
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plaguetes/mL de plasma i entre 3-5 vegades més concentracio de factors de creixement, no té
eritrocits i pot contenir leucocits [7].

El PRP constitueix una terapia alternativa que promou la regeneracio del teixit, perqué quan es
produeix I'agregacioé plaquetaria, aquestes s’activen i alliberen factors de creixement, citocines,
molécules d’adhesié i lipids que:

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

- Regulen la migracié i la proliferacié de queratinocits, fibroblasts i cél-lules endotelials.
- Limiten la inflamacié.

- Tenen activitat immunoreguladora dels neutrofils i monadcits.

- Accelera la reepitelitzacié de les ferides croniques.

La preparacié de PRP és bastant senzilla i economica, si ho comparem amb altres terapies
regeneratives. A més, és una técnica practicament no invasiva, perqué solament cal extraure
sang al pacient, fet que redueix considerablement el risc d’infeccid o de rebuig pel sistema
immunitari. Per aquests motius, és una terapia que esta guanyant molta forca i s’esta utilitzant
per tractar diferents condicions cliniques com les ulceres, les cremades, dany muscular i en
malalties dels 06ssos, per facilitar la recuperaci6 del teixit després de la cirurgia
[26,27,28,29,30].

1.5.2. Procés d’angiogénesis en la reparacié de ferides o regeneracié tissular

La neovascularitzacid és un component essencial durant tot el procés de cicatritzacié d’una
ferida. Els vasos sanguinis contribueixen a restablir 'lhemostasia inicial, redueixen la pérdua de
sang i estableixen una matriu provisional (formacié del teixit de granulacid). Les citocines
derivades del coagul sanguini i els factors de creixement recluten les tipologies cel-lulars
necessaries per al procés de reparacid. En aquest punt, s’ha establert un microambient
provisional per a la formacié i regeneracié de nous vasos sanguinis, que garanteix la perfusié
de nutrients a la ferida i restableix els nivells d’oxigen, fet que potencia la proliferacié cel-lular i
la regeneraci6 del teixit. [7,31].

Durant la reparacié d’una ferida, en condicions normals i en una persona sana, els vasos
sanguinis creixen a un ritme desorbitat i produeixen una xarxa de vasos sanguinis funcional i no
funcionals 2 o 3 vegades més densos i desorganitzats que en el teixit normal. Aquest
creixement massiu de vasos sanguinis esta principalment regulat pels factors proangiogénics
VEGF-A, PDGF i bFGF. Amb el temps, els vasos no funcionals regressen per mitja de
'apoptosi i els funcionals maduren fins que s’assoleix la densitat vascular de la pell normal i
sense lesions [6].

La interrupcié del procés d’angiogénesi condueix a trastorns en la cicatritzacio de la ferida o a
la seva cronificacié. Aguest fenomen fisiopatoldgic normalment el veiem quan hi ha una
insuficiencia venosa, a les Ulceres dels peus diabétics 0 en persones que pateixen
arterioesclerosis [31].

1.6.Models in vitro per a I’estudi de la regeneracié de la pell
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En la regeneracio de la pell, els teixits que es regeneren son diversos i existeixen diferents
models in vitro pel seu estudi. Nosaltres ens centrem en la regeneracié dels capil-lars i
exposem a continuacio uns quants models habitualment usats en aquests estudis.

1.6.1. Cultiu de cél-lules endotelials i models d’angiogénesi in vitro

Com ja s’ha descrit a 'apartat 1.4, perqué es produeixi angiogenesi, les cél-lules endotelials
han de proliferar, migrar i formar estructures tubulars. Tots aquests esdeveniments es poden
estudiar in vitro. El desenvolupament d’assaigs d’angiogénesi ha permés el descobriment de
molécules proangiogéniques i antiangiogéniques.

Els assaigs in vitro permeten estudis rapids i quantitatius, perd s’han de considerar com
primeres aproximacions que han de ser confirmades in vivo. Les proves in vivo requereixen
molt més temps i sobn més dificils de quantificar, perd donada la complexitat de les interaccions
que ocorren entre mdltiples tipologies cel-lulars necessaries per formar vasos sanguinis
funcionals, totes les troballes in vitro s’han de confirmar directament en I'animal [16,32].

La majoria d’assaigs amb cél-lules endotelials s’utilitzen cél-lules endotelials de la vena
umbilical humana (HUVEC) o cel-lules endotelials aortiques bovines (BAEC), perqué son
cél-lules relativament facils d’extraure de vasos sanguinis grans [16]. En aquest estudi
treballarem amb una linia immortalitzada de HUVEC, que en ser una linia embrionaria tenen
molta més capacitat de proliferacié que les BAEC, i amb una linia de ceél-lules endotelials de
ratoli (bEND3), concretament de vasos del sistema nerviés.

Les cel-lules endotelials s6n heterogenies: existeixen diferéncies entre els vasos sanguinis
grans i els petits; diferéncies entre especies; dels drgans, 'hoste o el tumor del qual provenen; i
inclds diferéncies dins del mateix organ. A més, les cél-lules endotelials que s'utilitzen en els
assaigs estan en un estat de proliferaci6 constant, mentre que les cél-lules endotelials dels
vasos del cos no proliferen, solen estar en repds. Aquesta alta taxa de proliferacié6 permet
obtenir el volum cel-lular necessari per realitzar els experiments. Se sol suposar que aquestes
cél-lules conserven les caracteristiques fisiologiques normals que exhibeixen in vivo, perd aixo
no és sempre aixi, ja que normalment les cél-lules in vitro guanyen o perden atributs, fenomen
que es coneix com a desdiferenciacié cel-lular [16].

1.6.2. Assaigs de proliferacié

Les ceél-lules endotelials proliferen per proporcionar el nombre de ceél-lules necessaries per al
desenvolupament de capil-lars. Existeixen molts métodes per mesurar I'efecte de molécules
proangiogeniques i antiangiogéniques sobre la proliferacié cel-lular. Els més utilitzats soén:

- Recomptes cel-lulars directes: les cél-lules es poden comptabilitzar utilitzant un
hemocitdometre i un microscopi invertit o utilitzant altes dispositius semblants
(comptador electronic de Coulter, camera de Neubauer, etc.).

- La sintesi d’ADN: s’utilitzen nucleotids marcats radioactivament i segons la quantitat
radioactiva que presentin les cel-lules podrem sabre la quantitat d’ADN sintetitzat.
També existeixen métodes similars no radioactius.
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- L’activitat metabolica cel-lular: normalment se sol fer per mitja d’'un assaig colorimetric
(assaig MTT) on els enzims mitocondrials de les cél-lules vives redueixen el MTT i
'absorbancia es llegeix mitjangant un espectrofotometre.

Tant els meétodes que analitzen la sintesi d’ADN com [activitat metabolica no son
completament fiables, per aix0 és millor utilitzar més d’'un métode per determinar la taxa de
proliferacio cel-lular.

S’ha vist que per provar les possibles molécules proangiogéniques sovint és necessari reduir
I'estimulacio propia del serum del medi de cultiu, perque generalment és més efectiu provar
molécules antiangiogéniques en cél-lules que tenen una taxa substancial de proliferacié
[16,32]. De manera que abans de procedir a I'experiment, es redueix la concentracié de sérum
en el medi o s’utilitza directament un medi que no en contingui.

1.6.3. Assaigs de migracio

En I'sprouting angiogenesis, les cél-lules endotelials degraden 'ECM i migren al llarg d’un
gradient quimic establert per factors de creixement proangiogénics. Existeixen diversos assajos
en els quals es mesura la migracié de les cél-lules endotelials en resposta a un factor que
indueix o inhibeix I'angiogénesi. La técnica més utilitzada per avaluar la seva migracié és una
modificacié de I'assaig de la camera de Boyden classica: les cél-lules endotelials es col-loquen
sobre un filtre permeable sobre el medi de cultiu on es troba el factor que es vol testar; les
cél-lules podran migrar en resposta a aquell factor. Aquest metode és altament sensible a
nivells baixos de factors quimiotactics i altament reproduible en comparacié amb altres assaigs
de migracio [16,32].

El wound healing assay és un altre métode simple per estudiar la migracié cel-lular in vitro que
imita la migraci6 cel-lular que es produeix durant la curacié d’'una ferida in vivo. Aquesta técnica
consisteix a crear una “ferida” a la monocapa del cultiu, realitzar un seguiment per imatges al
principi i a diferents intervals del procés de migracié per tancar la ferida i, comparar les imatges
per quantificar la taxa de migracié cel-lular [33].

1.6.4. Assaigs de formacié d’estructures tubulars

Un cop les ceél-lules endotelials han proliferat i migrat cap a un estimul propiciat per un factor de
creixement proangiogénic, aquestes han de formar estructures tubulars amb lumen per on
circulara el flux sanguini. Les ceél-lules endotelials semblen capaces de formar estructures
tubulars espontaniament quan han tingut temps per dipositar components de la matriu
extracel-lular. La formacié de tubs es pot millorar si es cobreixen les superficies de les plaques
de cultiu amb fibrina o col-lagen. Les estructures tubulars que es formen sobre aguest coating
sén bastant fidels als que es formen in vivo i la formacidé de les tight junctions es poden
confirmar per microscopia electronica [32].

Actualment, els assaigs de tubulogénesi més populars impliquen cultivar HUVEC o BAEC amb
Matrigel (Figura 12). EI Matrigel és una barreja complexa de proteines de la lamina basal dels
epitelis (laminina, col-lagen 1V, entactina, proteoglicans, etc.) que causa la formacié
d’estructures tubulars en 24 h. Pero, s’ha vist que cél-lules que no tenen un origen endotelial,
com fibroblasts o cél-lules de carcinomes i glioblastomes, formen tubs. Aquest fet planteja la
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glestio de si es formen tubs amb lumen reals o solament s’alienen cel-lules una al costat de
I'altre [16,32].

Figura 12. Assaig d’angiogénesi amb HUVEC en Matrigel. PRPr i WPr sén dues maneres d’obtenir els
factors de creixement alliberats per les plaquetes del PRP. Per més informacié consultar I'apartat 3.2. Font:
Figura 1 de larticle Etulain et. Al. “An optimised protocol for platelet-rich plasma preparation to improve its

angiogenic and regenerative properties” [27].
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2. Hipotesis i Objectius

La unitat de ferides de I'Hospital Universitari de la Santa Creu de Vic (HUSC) ha optat des de fa
uns anys per I'us del PRP com a tractament de ferides croniques en pacients d’edats
avancades. Revisions recents de la Cochrane, la terapia amb PRP millora la cicatritzacio de les
Ulceres en el peu associades a pacients que pateixen diabetis, perd no s’ha pogut determinar
que funcioni en ferides croniques d’altres etiologies [35].

Tenint en compte que el procés d’angiogénesi és imprescindible perqué un ferida es curi el
grup de recerca TR2Lab ha iniciat una linia de recerca basada en l'estudi de I'efecte dels
factors que conté el PRP sobre I'angiogénesi.

La hipotesi que es planteja en aquest treball és la seglient: “Establir un assaig d’angiogénesi in
vitro_pot donar un valor pronostic en el tractament de ferides amb PRP”.

D’aquesta manera, es podra estudiar in vitro si el plasma d’aquests pacients té la capacitat
d'estimular I'angiogénesi i ajudar en el procés de cicatritzacié de les ferides croniques. Si
aconseguim que aquest estudi tingui un valor pronostic podrem evitar que, si el tractament no
funciona, s'extregui sang setmanalment de pacients amb una fragilitat alta.

L’objectiu principal d’aquest Treball de Fi de Grau és establir un_ model d’angiogénesi in vitro
amb el que poder testar el plasma de pacients que pateixen Ulceres de diferents etiologies.

Per poder aconseguir establir el model d’angiogénesi, s’han d’assolir els seglents objectius
especifics:

- Expandir i mantenir d’'una linia de cultiu primari de cél-lules endotelials humanes
(HUVEC) i de ratoli (hEND3).

- Caracteritzacié de les dues linies cel-lulars per mitja d'estudis dels parametres
morfologics, determinacio de la taxa de creixement i la seva capacitat de migracio.

- Estimulaci6 de les cél-lules endotelials perqué secretin la seva propia matriu
extracel-lular. 'ECM és un factor clau perqué es produeixi 'angiogénesi, ja que permet
que les cél-lules endotelials migrin i fa d”’scaffold” perqué formin estructures tubulars.

- Estudiar TECM sintetitzada per mitja de técniques d’immunofluorescéncia. S'utilitzara
un anticos primari contra la lamina, perqué és un dels components majoritaris de
'ECM.

- Per preparar el PRP, s’ha d’aillar la fracci6 plasmatica de la sang. Per tant, es
necessita optimitzar de la velocitat i el temps de centrifugacié adients per aillar la
fraccio6 corresponent al PRP.

- Com els factors de creixement que contenen les plaquetes en els granuls a participen i
potencien I'angiogénesi, es vol activar les plaquetes que es troben en el PRP perqué
els alliberin. Depenent del procediment que es segueixi per obtenir els factors de
creixement, aquests rebran el nom de PRPr o WPr.

- Afegir PRPr o WPr en el medi i determinar el percentatge adient per estimular les
cel-lules endotelials per qué formin estructures tubulars.

- Monitoritzar i analitzar el procés de formacioé d’estructures tubulars a partir d'imatges
presses amb un microscopi invertit.
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3. Metodologia

La linia cel-lular HUVEC ens la van facilitar I'Institut Hospital del Mar d’Investigacions Médiques
(IMIM). La linia cel-lular bEND3 ens la va facilitar I'Institut de Neurociencies de la Universitat
Autonoma de Barcelona (UAB). La sang de porc prové de I'escorxador Mafriges S.A. i la sang
humana d’'una persona voluntaria del personal sanitari de I'Hospital Universitari de la Santa
Creu (HUSC) de Vic.

En tots els assajos que es descriuen a continuacid, abans de cultivar les cél-lules, hem tractat
la superficie dels pous de cultiu per tal de millorar 'adheréncia. S’ha fet un “coating” amb 0.2%
de gelatina de pell bovina en PBS amb un periode d’'incubacié de 2 h.

3.1.Caracteritzaci6 de les cél-lules endotelials

L’objectiu d’aquest estudi és conéixer les linies cel-lulars amb les que es treballa. Per fer-ho es
realitza (1) un estudi morfoldgic, (2) s’analitza la taxa de proliferacio, (3) la capacitat de migracio
i (4) la capacitat que tenen les cél-lules perqué secretin la seva propia matriu extracel-lular.

Com es sospita que la linia cel-lular bEND3 ha perdut les caracteristiques i propietats que la
defineixen com a ceél-lula endotelial; es fara un analisi comparatiu dels resultats obtinguts entre
les dues linies per comprovar-ho.

3.1.1. Analisi dels descriptors morfoldgics

area

S’ha determinat l'area, el perimetre, la circularitat (4m - ) i el diametre de Feret

perimetre?
(distancia maxima entre dos punts del perimetre) de 40 cél-lules endotelials (tant HUVEC com
bEND3) adherides a la superficie de cultiu, per cada condicié experimental estudiada utilitzant
el programari obert ImageJ (accessible a: https://imagej.nih.gov/ij/index.html) (veure el punt
7.1. de ’Annex de Protocols). Les dades obtingudes s’han descarregat amb format .csv i s’ha
calculat la mitjana dels valors amb RStudio.

Descriptors morfologics

‘ 0 ’ f < -
valor alt
Area Perimetre Circularitat Diamtere de Feret

Figura 13. Dibuix explicatiu dels descriptors morfologics. L'area és la superficie que cobreix la figura, el
perimetre és el contorn de la figura, la circularitat indica com de rodona és una figura i el diametre de Feret la
distancia entre els dos punts més allunyats de la figura. Quan la circularitat és baixa, el diametre Feret ens ajuda
a definir la forma de la cél-lula. Font: elaboraci6 propia.

Aquests descriptors indiquen com de rodona és una cél-lula (circularitat propera a 1), o si la
forma de la cel-lula és irregular i allunyada de la rodona (circularitat propera a 0), o bé si és

més allargada (diametre Feret més llarg) o més estrellada (diametre Feret més curt).
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3.1.2. Determinacio6 de la taxa de proliferacio

A partir de cel-lules sembrades en pous de 2 cm? (al 50 % de confluéncia) es va fer una
seguiment durant 3-4 dies (depenent de la linia cel-lular), fins que la monocapa és 100%
confluent, i un recompte diari manual de diversos camps a 10X (veure el punt 7.2. de I'Annex
de Protocols).

3.1.3. Determinacio6 de la capacitat de cobertura de superficie en un model de
reparacio de ferida

S’ha realitzat per mitja d’'un assaig anomenat “scratch”, que consisteix en fer un raspat amb una
punta de pipeta quan la monocapa del cultiu esta 100% confluent. Posteriorment, es fa un
seguiment de la cobertura de la superficie a partir de les cél-lules de la vora. Aquest model
experimental pot reproduir la reparacido de superficies intraluminals dels vasos sanguinis
malmesos (veure punt 7.3. de I'Annex de Protocols).

3.1.4. Determinacio de la secrecié de matriu extracel-lular

La secrecidé de matriu extracel-lular per formar la lamina basal és una caracteristica tipica de les
cél-lules epitelials i per tant, de les cél-lules endotelials. Per aquest assaig, quan el cultiu esta
100% confluent, s’afegeix acid ascorbic al medi durant 7-8 dies per afavorir la secrecié de
col-lagen, un component principal de la lamina basal [36] (veure punt 7.4. de I'Annex de
Protocols).

S'ha determinat la preséncia de laminina, un component de la lamina basal, a l'espai
extracel-lular per immunofluorescéncia indirecta utilitzant un anticos primari rabbit-a-laminina i
un secundari goat-a-rabbit unit al fluorofor N-488. El fluorofor N488 s’excita amb llum blava
(488 nm) i emet llum verda (541 nm) [37] (veure punt 7.4.1. de I'Annex de Protocols). Es
fotografien les preparacions amb un microscopi de fluorescéncia i es processen les imatges
amb I'lmaged (veure punt 7.4.2. de ’Annex de Protocols).

3.2.0btenci6 de PRP

Tai i com s’ha descrit a 'apartat 1.5.1. el PRP és una terapia alternativa que s’esta emprant per
curar ferides croniques. S’ha vist que estimula I'angiogenesi [5,6,7,8,11,16,17,27] |,

conseguentment, afavoreix la cicatritzacio de les ferides. Per aquesta rad, s’ha utilitzat PRP per
estimular la formacioé d’estructures cel-lular en un cultiu de cél-lules endotelials in vitro.

3.2.1. Optimitzacié d’obtencié de PRP a partir de sang humana

El HUSC ens ha facilitat uns frotis de 3 fraccions de la sang: limfocits (L), la part superior del
plasma (1/3) i la inferior (2/3). S’ha realitzat un recompte amb I'lmagedJ per determinar si aquell
plasma és PRP (veure punt 7.5. de 'Annex de Protocols).

Etulain et. Al., Bertrand-Duchesne et. Al. i Martinez et. Al., han descrit tres maneres diferents
de preparar factors de creixement alliberats per les plaquetes a partir de PRP: PRPr, WPr i PPr

[27,38,9].
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3.2.2. Optimitzacié d’obtencié de PRP a partir de sang de porc

En els protocols descrits per Etulain et. Al., Bertrand-Duchesne et. Al. i Martinez et. Al. s’aillen
factors de creixement a partir de sang humana. Com també utilitzem sang de porc i aquesta
presenta una densitat diferent a la humana degut a la preséncia d’un estabilitzant afegit des de
I'escorxador d’origen, s’ha hagut d’optimitzar la velocitat i el temps de centrifugacio per separar
les 3 fraccions de la sang (veure Protocol X). Pero al no aconseguir una fraccié de PRP neta (hi
havia eritrocits), es va decidir utilitzar Ficol, un reactiu que crea un gradient de densitat que
facilita la separacio de les 3 fraccions de la sang i, alhora, fa de barrera fisica entre els eritrocits
i les plaguetes (veure punt 7.6. de 'Annex de Protocols).

3.2.3. Preparaciéo de PRPr: Plasma ric en plaguetes amb factors de creixement
alliberats per plaquetes

El “Platelet Rich Plasma released” (PRPr) s’obté després de causar la coagulacié del PRP amb
Ca?*. Es centrifuga, de manera que no té fibrina ni plaquetes, i s’'obté una solucié conté els
factors de creixement que ja hi havia a la sang i els plaquetaris alliberats durant la coagulacié
(veure punt 7.7. de '’Annex de Protocols).

3.2.4. Preparaciéo de WPr: factors de creixement alliberats per plaquetes en una
solucio tampd

El “Washed Platelet released” (WPr), primerament s’aillen les plaquetes del PRP i es
resuspenen en una solucié tampo per activar-les posteriorment amb Ca2* perqué alliberin els
factors plaquetaris (veure punt 7.8. de ’Annex de Protocols). De manera que el WPr son factors
de creixement alliberats per les plaquetes en una solucié tampd.

3.3. Estimulacio de la formacioé d’estructures tubulars

Per desenvolupar un model d’angiogénesi in vitro i poder estudiar la capacitat dels diferents
PRP per estimular la formacié d’estructures tubulars, s’han hagut de seguir els seglents
passos: optimitzacié del temps que ha d'estar el cultiu amb un medi sense serum i el
percentatge de PRP necessari per la formacié d’estructures tubulars.

3.3.1. Optimitzacié del temps sense sérum

El serum estimula la proliferacié cel-lular. Per reduir I'estimulacié propia del sérum i que la
resposta que tinguin les cél-lules durant els assaigs d’angiogénesi es deguin a I'efecte del PRP
(veure el punt 7.9.1. de 'Annex de Protocols).

3.3.2. Optimitzacié del percentatge de PRP necessari per a la formacio
d’estructures tubulars

S’han afegit diferents concentracions de PRP en el medi i s’ha realitzat un seguiment amb
microimatges del cultiu a diferents temps. També, s’ha realitzat un estudi curés de cada imatge
pressa, on s’ha fet un recompte manual del nombre d’alineaments i nombre de cél-lules per
alineament (veure punt 7.9.2. de ’Annex de Protocols).
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3.3.3. Concentracio proteica del PRP

Com els factors de creixement son proteines, s’ha quantificat la concentracié absoluta de
proteines dels diferents PRP mesurant la seva absorbancia amb un espectrofotometre (veure
punt 7.9.3. de 'Annex de Protocols).
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4. Resultats i Discussi6
4.1. Caracteritzaci6 de les linies cel-lulars HUVEC i bEND3

Les HUVEC s6n una linia cel-lular de cél-lules endotelials dels vasos del cordé umbilical huma i
les bEND3 sén cél-lules endotelials dels vasos del sistema nerviés de ratoli.

4.1.1. Analisi dels descriptors morfologics

Les cél-lules de la linia cel-lular HUVEC, a simple vista tenen una morfologia molt homogeénia:
sbén bastant poligonals, tenen una mida entre el rang 12-20 um i no presenten prolongacions
citoplasmatiques (Figura 14 fila superior). Tot i aixi, en regions de poca confluéncia (~50%),
presenten una forma lleugerament més allargada que en les zones de molta confluéncia
(~100%) on la seva morfologia és més quadrada (Figura 14).

Les cél-lules de la linia cel-lular bEND3, a simple vista tenen una morfologia poc homogénia,
perqué tot i que la gran majoria tenen forma allargada i presenten prolongacions
citoplasmatiques, solen tenir-ne en diferent nombre i mida (Figura 14 fila inferior).

Analisi morfologic HUVEC i bEND3

50 %

HUVEC

bEND3

Figura 14. Cultiu de HUVEC i bEND3 a diferents confluéncies. Cél-lules sembrades en un coating de gelatina
0.2% a una confluéncia aproximada del 50% i 100%. Microscopi invertit objectiu 10X. Font: elaboracio propia.

Segons I'analisi dels descriptors morfologics realitzat digitalment amb I'lmagedJ, les HUVEC sén
petites, ja que comprenen una area mitjana de 0.103 px i un perimetre de 1.146 px; i presenten
una morfologia més aviat poligonal pero sense ser un cercle perfecte, coincidint amb un valor
de circularitat proper a 1 i un valor baix de diametre de Feret (Taula 4). A més, com més alta és
la confluéncia més petita és I'area que comprenen i més circulars son les cel-lules.

Per altra banda, les bEND3 tenen una area bastant homogénia, sent el valor de la desviacid
estandard baix (Taula 4); pero el seu perimetre és bastant desigual, amb un valor de 1,578 px

de desviacio6 estandard i, aixd es deu a la diferéncia del nombre i la mida de les prolongacions
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citoplasmatiques que hi ha entre aquetes cél-lules. El valor tant baix de circularitat mitjana i tant
alt del diametre de Feret (Taula 4) corroboren que les bEND3 presenten una morfologia bastant
fusiforme. Tal com ocorre amb les HUVEC, les bEND3 conforme la monocapa és més confluent
les cél-lules s6n més petites en mida, pero per contra també es tornen més allargades.

Descriptors morfologics

0,103 1,456 0,621 0,578

50% x
é =l 0,366 0,342 0,159 0,157
=
T 00% 0,069 1,018 0,819 0,384
= 0,019 0,138 0,062 0,056
0% = 0,309 4,375 0,202 1,856
« o 0,210 1,578 0,079 0,737
=
a 100% | 7| 0,161 3,284 0,194 1,602
sl 0,046 0,717 0,049 0,360

Taula 4. Parametres morfologics de les HUVEC i les bEND3 (en pixels “px”). S’ha utilitzat el processador
d'imatges ImageJ i pels estudis estadistics (X, o) 'RStudio. Les imatges analitzades s’han pres amb un
microscopi invertit amb I'objectiu 10X. N=40. Font: elaboraci6 propia.

Aquest estudi reflexa les clares diferéncies que hi ha entre les dues linies cel-lulars. Les
HUVEC sén bastant més petites que els bEND3, amb una area mitjana de 0,103 px i 0,309 px
respectivament. Que les HUVEC tenen una morfologia més homogénia que les bENDS3, per
aixo el valor de la desviacio estandard del perimetre mitja sébn molt baixos respecte el de les
bENDS3 (Taula 4). | les HUVEC presenten una forma molt més arrodonida (circularitat: 0,621 px;
Feret: 0,578 px) i les bEND3 més allargada (circularitat: 0,202 px; Feret: 1,856 px).

4.1.2. Determinaci6 de la taxa de proliferacié

Les HUVEC, a simple vista, sembla que cada 24 h doblen la densitat cel-lular. Si ens fixem en
la Figura 15, a les primers 24 h la monocapa presenta una confluéncia del 20-30%, a les 48 h
és del 50-60% i a les 72 h un 85-90%. Quan la monocapa és molt confluent, la velocitat de
proliferacio es redueix, per aixo no es veuen gaires diferéncies entre les 72 i 96 h.

Taxa de proliferacié HUVEC

24h 48 h 72h 96 h

Figura 15. Taxa de proliferacié de les HUVEC. HUVEC sembrades a la minima densitat en un coating de
gelatina 0.2%. Imatges del cultiu a diferents temps 24, 48, 72 i 96 h. Microscopi invertit objectiu: 10X. Font:
elaboraci6 propia.
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En el recompte cel-lular (Grafic 1), es veu com a les primeres 72 h la proliferacié cel-lular és
exponencial i que en aquets punt, es comencga a reduir. Aixd succeeix perqué quan el cultiu es
troba al voltant del 20% de confluéncia, les cél-lules entren en la fase exponencial del cicle de
creixement, on en cada divisio les cél-lules doblen el seu nombre. Sobre el 75% de confluéncia,
la velocitat de creixement comenga a disminuir perqué s’han consumit la majoria del nutrients
del medi, s’han acumulat els productes de rebuig i perqué les cél-lules estableixen contacte
cel-lula-cél-lula i s’envien senyals inhibitories que aturen la proliferacié. Aleshores, es diu que
les cel-lules han entrat en la fase de Plateau.

Taxa de proliferacié HUVEC

1500
1250
1000
750
500
250

Nbr. total cel.

Dies

Grafic 1. Taxa de proliferacié de les HUVEC. Recompte cel-lular realitzat de forma manual a diferents temps
24, 481 72 h. Es representa el nombre mitja de tots els recomptes realitzats. Les imatges analitzades s’han pres
amb un microscopi invertit amb I'objectiu 10X. N=5. Font: elaboracié propia.

Les bEND3, a simple vista, en les primeres 48 h no s’aprecia gairebé creixement (Figura 16). A
les 24 h la confluéncia és del ~10-15% i a les 48 h d’'un ~20-25%. Perd a les 72 h es veu que la
poblacié cel-lular s’ha duplicat i el mateix succeeix al temps 96 h.

Taxa de proliferacido bEND3

24h 48h 72h 96 h

Figura 16. Taxa de proliferacié de les bEND3. bEND3 sembrades a la maxima sonfluéncia en un coating de

gelatina 0.2%. Imatges del cultiu a diferents temps 24, 48, 72 i 96 h. Microscopi invertit objectiu 10X. Font:
elaboraci6 propia.

El retard que experimenten les cél-lules durant les primeres 48 h es reflexa en el recompte
cel-lular representat en el Grafic 2. La transicié entre la fase d’adaptacié al medi i I'entrada a la
fase exponencial ocorre entre les 48-72 h i, a partir d’aquest moment el creixement és

exponencial. Al temps 168 h, la monocapa presentava la maxima confluéncia. Com no es tenen
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dades dels temps 120 i 144 h, no sabem en quin moment les bEND3 disminueixen la seva taxa
de proliferacio i entren a la fase de Plateau.

Taxa de prolifercio hEND3

1400
1200
1000
BOD
600
400
200

Mbr. total cél.

Grafic 2. Taxa de proliferacié de les bEND3. Recompte cel-lular realitzat de forma manual a diferents temps
24 h, 48 h, 72 h, 96 h i 168 h. Es representa el nombre mitja de tots els recomptes realitzats. Les imatges
analitzades s’han pres amb un microscopi invertit amb I'objectiu 10X. N=5. Font: elaboracio propia.

Segons aquest estudi, les HUVEC tenen una velocitat de proliferaci6 més elevada que les
bENDS, perqué arriben a la maxima confluéncia en menys temps (96 h i 168 h respectivament).
També es podria dir que les HUVEC presenten una millor capacitat d’adaptacié al medi, perquée
a les 24 h ja comencen a proliferar i les bEND, en canvi, necessiten 72 h per adaptar-se i
comengar a proliferar.

4.1.3. Determinaci6 de la capacitat de cobertura de superficie en un model de
reparacié de ferida

Les HUVEC aparentment no presenten capacitat de migracié, perqué tal com es veu a la
Figura 17, l'area del raspat (mireu els valors de la Taula 5) es redueix perqué les cél-lules del
limit proliferen en la direcci6 a tancar-la.

Capacitat de cobertura HUVEC

24 h 48 h 72h

Figura 17. Capacitat de cobertura de superficie de les HUVEC a diferents temps (0, 24 i 48 h). Cél-lules
sembrades a maxima confluéncia en un coating de gelatina 0.2%. Microscopi invertit objectiu 10X. Font:

elaboracio propia.
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Area del raspat HUVEC

X 69,72 38,89 0

Taula 5. Area mitjana del raspat a diferents temps (0, 24 i 48 h). Les imatges analitzades s’han pres amb un
microscopi invertit amb I'objectiu 10X. Software: ImageJ. N=5. Font: elaboracié propia.

Les bEND3 sembla que tenen certa capacitat de cobertura, perqué al temps 24 h de la Figura
18 es veuen algunes cel-lules en el centre del raspat. Probablement, I'area del raspat (mireu els
valors de la Taula 6) es redueix tant per la proliferacié de les cel-lules del limit com la de les
cél-lules que han migrat.

Capacitat de cobertura bEND3

24 h 48 h 72h

Figura 18. Capacitat de cobertura de superficie de les bEND3 a diferents temps (0, 24 i 48 h). Cel-lules
sembrades a maxima confluéncia en un coating de gelatina 0.2%. Microscopi invertit objectiu 10X. Font:
elaboraci6 propia.

Area del raspat bEND3

% 53,3 23,9 0

Taula 6. Area mitjana del raspat a diferents temps (0, 24 i 48 h). Les imatges analitzades s’han pres amb un
microscopi invertit amb I'objectiu 10X. Software: ImageJ. N=5. Font: elaboracio propia.

Tot i que ambdues linies han aconseguit cobrir completament el raspat, les bEND3 mostren
una millor capacitat de migracio perqué han reduit mes del doble I'area del raspat en 24 h
(rarea s’ha reduit 2,23 vegades), mentre que les HUVEC no han aconseguit reduir I'area del
raspat a la meitat ('han reduit 1,79 vegades).

4.1.4. Secrecié de la matriu extracel-lular en preséncia d’acid ascorbic

En la preparacié d'immunofluorescéncia amb la linia cel-lular HUVEC cultivada de 7 a 10 dies
al 100% de confluéncia en preséncia d’acid ascorbic per afavorir la secrecid de matriu
extracel-lular, s’ha detectat preséncia de laminina com es pot veure a la Figura 19. Aquests
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cossos verds, creiem que reflecteixen la preséncia de laminina intrcel-lular en cél-lules que no
s’han eliminat al fer els rentats de la descel-lularitzacio i al fixar-la al paraformaldehid després
han romas en la preparacio. Si ens fixem detalladament en la segona imatge de la Figura 19, al
fons es veu l'esquelet de les cél-lules en cultiu. Com les ceél-lules mortes s’han tenyit molt,
emeten una intensitat de fluorescéncia elevada (334 nm), i les del fons poca (112 nm). Es
possible que la fluorescéncia de les cél-lules no eliminades interfereixin amb la fluorescéncia
del fons del la preparacié i no podem veure si s’ha produit laminina.

Immunofluorescéncia contra Laminina (HUVEC)

g

Alexa-488 Ale 88

Figura 19. Preparacié d’immunofluorescéncia contra la laminina amb les HUVEC. En verd s’indica la
laminina que han estat capaces de secretar les HUVEC durant 7 dies. Fluordfor Alexa-488.Microscopi de
fluorescéncia: Leica DM8. Objectiu: 20 X. Software: ImageJ. Font: elaboracié propia.

Segons les imatges de la Figura 20, s’ha detectat preséncia de laminina (marcat en verd)
majoritariament just al costat del nucli en les cél-lules de la linia bEND3. Aix0 ens fa pensar que
les cél-lules han produit laminina, perd que no han estat capaces de secretar-la i, per tant, es
troba emmagatzemada dins les cél-lules, probablement a I'aparell de Golgi, que té habitualment
aquesta localitzacié. Tot i que a la imatge del centre es detecta la preséncia de laminina en
I'espai que hi ha entre els nuclis.

Immunofluorescéncia contra laminina (bEND3)

Alexa-488 Alex8488 Alexa-488

Figura 20. Preparacié d’immunofluorescéncia contra la laminina amb les bEND3. En verd s’indica la
laminina que han estat capaces de secretar les bEND3 durant 7 dies. Fluordfor: Alexa-488. Microscopi de
fluorescéncia: Leica DM8. Objectiu: 10X (esquerra), 20 X (mig i dreta). Software: ImageJ. Font: elaboracio
propia.

A T'haver descel-lularitzat abans de fer la immunofluorescéncia, es creu que la possible matriu
extracel-lular secretada s’ha malmeés i, consegiientment, s’ha perdut informacié. Solament es
pot saber que les cél-lules han produit laminina pero no si han estar capaces de secretar-la.
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Despres d’haver estudiat i caracteritzat ambdues linies cel-lulars, la que presenta unes
caracteristiques més semblants a les cél-lules endotelials s6n les HUVEC. Per aquest motiu,
els assaigs d’angiogénesi solament es faran amb les HUVEC.

4.2.0btenci6 de PRP
4.2.1. Optimitzacié d’obtencié de PRP a partir de sang humana

El recompte de plaquetes en sang i de les fraccions corresponents al plasma i als limfocits un
cop centrifugada, es recullen a la Taula 7. S’ha vist que conforme augmenta la velocitat de
centrifugacié en la preparacié del plasma se redueix la quantitat de plaquetes al plasma
(fraccions 1/3 i 2/3, tal i com s’indica a I'esquema) i, consegiientment, augmenta la seva
concentracié a la fraccié dels limfocits (fraccié L) (Taula 7). També s’aprecia que en la majoria
de les preparacions la fraccié del plasma 1/3 té més nombre de plaquetes que 2/3.

Recompte de plaquetes de mostres sanguinies humanes

sang 1500L 15001/3 15002/3 2500L 25001/3 25002/3 3500L 35001/3 35002/3

PACIENT-1 34 132 85 49 159 23 12 125 7 12
PACIENT-2 38 258 187 96 364 13 12 148 14 6
PACIENT-3 59 133 168 55 417 16 6 206 18 22

Taula 7. Recompte de plaquetes en sang i de les fraccions del plasma i els limfocits. S’han analitzat
mostres sanguinies de 3 pacients al prepara un frotis de cada fraccié (plasma: 2/3 i 1/3; i limfocits: L) i de la
propia sang sense centrifugar. De cada preparacio s’ha fet el recompte de 5 camps diferents. Aquesta taula
recull els valors mitjans dels recompte. Les imatges que s’han analitzat s’han pres amb un microscopi invertit
amb l'objectiu de 40X. Software: ImageJ. N=5. Font: elaboracio6 propia.

2/3 plasma

1/3 plasma
=~ Limfocits (L)

Figura 21. Fraccions de la sang utilitzades pel recompte de plaquetes. Font: Figura 19.1. del llibre Principles
of Anatomy and Physiology (modificada)

Per valorar quina de les 3 velocitats utilitzades per centrifugar la sang és la més idonia per
obtenir PRP, es comparen els valors de la fraccid del plasma 1/3 — perqué és la fraccio del
plasma amb més nombre de plaquetes — i els de la sang. Aleshores, es veu com el plasma
centrifugat a 1500 g conté de 3-4 cops més volum de plaquetes que la sang i, per tant, es
podria considerar PRP.

4.2.2. Optimitzacié d’obtencié de PRP a partir de sang de porc

Al centrifugar la sang de porc a 180 g durant 10 minuts — velocitat proposada per Etulain et. al.
[27] — per preparar PRP (Figura 22A) no s’ha obtingut una fraccié de plasma neta, hi ha molts
eritrocits i limfocits presents. Per aquesta rad, es va decidir centrifugar a la mateixa velocitat
pero afegir Ficol, perqué és un reactiu que crea un gradient de densitat que facilita la separacio
de les 3 fraccions de la sang i, alhora, fa de barrera fisica entre els eritrocits i les plaquetes, de
manera gue ens assegurem obtenir una fraccié plasmatica neta (Figura 22B).
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Donat I'éxit de centrifugar la sang de porc amb Ficol, s’ha utilitzat per centrifugar la sang i
obtenir PRP per preparar els diferents alliberats de factors de creixements per les plaquetes
(PRPriWPI).

Frotis del plasma de la sang de porc

A)

Plaquetes
Eritrocits

Limfocits

Figura 22. Frotis del plasma de la sang de porc. Fraccions plasmatiques de sang centrifugada a 180 g durant
10 minuts sense Ficol (A) i amb Ficol (B). Microscopi invertit objectiu 10X. Font: elaboracio propia.

4.3. Assaigs d’angiogeénesi

En els assaigs d’angiogénesi, després d’afegir PRPr o WPr al medi esperem que les cél-lules
comencin a alinear-se una darrera l'altre i que acabin descrivint un cercle. Aleshores,també
esperem que les cel-lules es repleguin sobre si mateixes per formar una estructura tubular
(formacié el lumen).

4.3.1. Optimitzacio del temps sense serum

Les HUVEC després d’estar 4 h en un medi sense sérum no presenten cap canvi morfologic
aparent. En canvi, a les 6 h d’estar en un medi amb sérum les HUVEC presenten una
morfologia lleugerament diferent, més allargada i, aquest canvi és més notable conforme
passen més temps en un medi sense serum (Figura 23). Com en els assaigs d’angiogenesi no
ens interessa que el canvi morfologic que experimentin les cél-lules es degui a la falta de sérum
en el medi. Les cél-lules s’incubaran en un medi sense serum un periode de 4 h abans de
procedir amb l'assaig.

Optimitzacioé temps sense sérum

4h 6h

Figura 23. Imatges del cultiu a diferents temps d’estar en un medi sense sérum. Temps 4, 6, 8i 10 h. Linia:
HUVEC. Microscopi invertit objectiu 10X. Font: elaboraci6 propia.
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4.3.2. Estimulacié de la formacié d’estructures tubulars amb PRPr a partir de sang
de porc

A les 4 h d’haver afegit PRPr al medi, es va formar una malla de fibrina (Figura 24) que ens
impossibilitava fer un seguiment del possible procés d’angiogénesi que es produis a la placa.
Per aguest motiu, no s’ha emprat PRPr en assaigs d’angiogénesi posteriors.

La formacié d’aquesta malla de fibrina no ens va sobtar perqué el PRPr té plasma i factors de
creixement i de coagulacié. Com un dels components del plasma és el fibrinogen, quan s’han
activat les plaquetes i han alliberat el contingut dels seus granuls, els factors de coagulacio
alliberats han transformat el fibrinogen a fibrina i, consegientment, s’ha format aquesta malla
(Figura 24). A més, aquesta malla de fibrina es col-loca sobre la superficie de les ferides per
millorar el seu procés de curacio.

PRPr

Figura 24. Assaig d’angiogénesi amb PRPr. A les 4 h d’haver addicionat PRPr al medi s’ha format una malla
de fibrina. Microscopi invertit objectiu 10X. Font: elaboracié propia.

4.3.3. Controls

En el control C1 (Figura 25), - en abséncia de factors de creixement-, les cél-lules ales2i4 h
d’haver iniciat I'assaig d’angiogénesi, presenten un lleuger canvi en la seva morfologia, s6n una
mica més allargades. A les 6 h, es pot veure com algunes cél-lules han desenvolupat petites
prolongacions citoplasmatiques. Aquests canvis morfologics eren d’esperar, perquée les
cel-lules porten bastantes hores amb un medi sense serum.

Controls assaig angiogénesi

2h 6h

Figura 25. Controls assaigs d’angiogénesi. C1: medi sense sérum. C2: %2 medi sense sérum + % Tyrode’s.
Seguiment a diferents temps: 2, 4 i 6 h. Aquests temps corresponen a l'inici de I'assaig d’angiogénesi, pero les

cel-lules ja portaven 4 h en un medi sense serum. Microscopi invertit objectiu: 20X. Font: elaboraci6 propia.
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En el control C2 (Figura 25), no es veu cap canvi aparent en les cel-lules aquest control és molt
important, perqué com el WPr és Tyrode’s buffer amb factors de creixement, ens permet
descartar que els canvis que es produeixen en els assaigs d’angiogénesi estan influenciats per
la preséncia de Tyrode’s al medi.

4.3.4. Estimulacié formacié d’estructures tubulars amb la fraccié WPr a partir de
sang de porc

Si mirem la Figura 26, a simple vista quan solament hi ha WPr al medi (condicié 100%), les
cel-lules comencen a alinear-se pero a les poques hores comencen a morir (~4 h). A la condicié
del 75% de WPr en el medi, les cél-lules responen al WPr perqué han aconseguit alinear-se i
organitzar-se en cercles. A la condicié 50% de WPr, les cél-lules també s’alineen, pero dona la
sensacié que hi ha menys nombre d’alineaments. Mentre que la condicio del 25% de WPr,
sembla que tingui cap efecte sobre les cél-lules, ja que no s’aprecien alineaments.

2h 4h

Figura 26. Assaig d’angiogénesi amb WPr obtingut a partir de sang de porc. S’han establert 4 condicions
diferents: 100%, 75%, 50% i 25% de WPr en el medi i s’ha analitzat la resposta que tenen les cél-lules davant
I'estimul provocat pel WPr durant el temps (2, 4 i 6h després d’haver afegit WPr al medi). La primera columna
(temps 0 h) representa mostra I'estat de les cel-lules despres d’haver estat 4 h amb un medi sense sérum. *No
es mostra el seguiment dels controls que es descriuen al punt 7.8 de '’Annex de Protocols. Microscopi invertit
objectiu 20X. N=3. Font: elaboraci6 propia.

Segons el recompte d’alineaments recollits a la Taula 8, les HUVEC comencen a respondre a

I'efecte del WPr a les 2 h de trobar-se present al medi, és a dir, comencen a visualitzar-se
41

Grau en Biotecnologia



Posada a punt d’'un model d’angiogénesis in vitro per estudiar I'accié del PRP en la regeneracio de teixits

alineaments. A les 4 h, I'efecte és molt més notable, principalment a la condicié 75%, perquée
s’han arribat a comptar una mitjana de 27 alineaments/foto. També s’aprecia una bona
resposta en la condicio del 50%. A les 7 h, I'efecte del WPr en la condicié 75% és més o menys
la mateixa; en el 100% s’aprecia que el nombre d’alineaments ha disminuit, perque les cél-lules
han comencat a morir a causa de la sobreestimulacioé del WPr i per la falta de medi; en el 50%
s’ha doblat | nombre d’alineaments; i sembla que el WPr ha comencat a tenir efecte en la
condicié 25%.
Recompte alineaments

Nbr. Alineaments/foto X Céls/alineament

12,5% - -
25% - -
50% - -
75% 2
100% 1 5
12,5% - -
25% - -
50% 4 5
75% 27 5
100% 17 5
12,5% - -
25% 2 3
= 50% 5 4
75% 13 5
100% 5 4

Taula 8. Estudi dels alineaments de les HUVEC en I’assaig d’angiogénesi amb WPr a partir de la sang de
porc. Presenta els valors mitjans dels 3 estudis d’angiogénesi realitzats. S’han analitzat 4 camps diferents de
cada condicio al llarg del temps de cada estudi d’angiogenesi. Aquelles caselles que presenten un — significa
que no s’han albirat alineaments. Les imatges analitzades s’han pres amb un microscopi invertit amb I'objectiu
20X. Font: elaboracio propia.

4.3.5. Estimulacié de la formacio d’estructures tubulars amb la fraccio WPr a partir
de sang humana

Si mirem la Figura 27, es veu que les cél-lules tenen una bona resposta I'estimul del WPr tant
en la condicié 100%, 80% i 75%, perque s’aprecien molts alineaments i fins i tot, s’organitzen
en cercles. En la condicié 100%, a les 2h es comencen a veure alineaments. A les 4 h n’hi ha
més alineament i alguns han acabat formant un cercle. A les 6 h ja no es veuen alineaments,
les cél-lules han reduit la seva mida i que hagin programat la seva mort (han entrat en
apoptosi). A les 8 h ja es veuen cél-lules trencades. Les condicions 80% i 75% mostren
bastants alineaments a les 2 h d'estar en contacte amb el WPr, inclus s’aprecien algunes
cel-lules alineades formant cercles. A les 4 i 6 h, practicament totes les cel-lules estan
alineades formant cercles. A les 8 h, les cél-lules ja no estan organitzades en cercles i
s’aprecien pocs alineaments. A més, també s’aprecia que les cél-lules han disminuit en mida.

A la condicié 60% WPr, s’aprecia algun alineament puntual. A les 4 i 6 h, hi ha més
alineaments i es comencen a veure cél-lules alineades formant un semicercle. A les 8 h, ja no
es veu practicament cap alineament i les cél-lules han disminuit en mida.
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A la condicié del 50%, a les 2 h n’hi ha algun alineament puntual. A les 4 i 6 h, han augmentat
el nombre d’alineaments, perd en aquest cas, no s’arriben a veure alineaments organitzats en
cercles.

A la condicio 25% a les 2 h, no s’aprecia cap canvi aparent en les cél-lules. A les 4 h, sembla
que presenten una morfologia una mica més allargada i n’hi ha algun alineament puntual. A les
6 i 8 h s’aprecia algun alineament més, pero es podria dir que les cél-lules no tenen una bona
resposta a aguesta concentracié de WPr.

WPr

6h 8h

Figura 27. Assaig d’angiogénesi amb WPr obtingut a partir de sang humana. S’han establert 6 condicions
diferents: 100%, 80% 75%, &0%, 50% i 25% de WPr en el medi i s’ha analitzat la resposta que tenen les
cel-lules davant I'estimul provocat pel WPr durant el temps (2, 4, 6 i 8 h despres d’haver afegit WPr al medi). *No

43

Grau en Biotecnologia



Posada a punt d’'un model d’angiogénesis in vitro per estudiar I'accié del PRP en la regeneracio de teixits

es mostra el seguiment dels controls que es descriuen al punt 7.8 de I’Annex de Protocols ni el temps 0 h
(després de la incubacié de 4 h sense serum). N=2. Microscopi invertit objectiu 20X. Font: elaboracié propia.

Segons el recompte d’alineaments recollits a la Taula 9, en totes les condicions, les HUVEC
comencen a respondre a l'efecte del WPr a les 2 h de trobar-se present al medi. A les
condicions 75, 80 i 100% hi ha un gran nombre d’alineaments tenint en compte el poc temps
que porta el WPr al medi. A les 4 h, 'efecte és molt més notable, totes les condicions tenen un
gran nombre d’alineaments i també ha incrementat el nombre de ceél-lules per alineament. A les
6 h, el nombre d’alineaments i de cél-lules per alineament també ha incrementat,menys en el
cas del 100%, que ja no s’aprecien alineaments. A les 8 h, hi ha hagut una disminucié general
del nombre d’alineaments. Tot i que és molt notable en les condicions 80 i 75%, practicament
no hi ha alineaments.

Recompte alineaments

Nbr. Alineaments/foto X Ceéls/alineament

25% 3 3
50% 6 4
60% 8 5
75% 11 5
80% 17 5
100% 7 5
25% 5 4
50% 4
60% 4
75% 10 4
80% 15 5
100% 7 3
25% 5 5
50% 10 4
60% 9 5
75% 17 6
80% 12 6
100% = =
25% 5 4
50% 11 4
60% 3 3
75% 2 3
80% 1 3
100% = =

Taula 9. Estudi dels alineaments de les HUVEC en I’assaig d’angiogénesi amb WPr a partir de sang
humana. Presenta els valors mitjans dels 3 estudis d’angiogénesi realitzats. S’han analitzat 4 camps diferents
de cada condicio al llarg del temps de cada estudi d’angiogénesi. Aquelles caselles que presenten un — significa
que no s’han albirat alineaments. Les imatges analitzades s’han pres amb un microscopi invertit amb I'objectiu
20X. Font: elaboraci6 propia.

Tant en els assaigs d’angiogénesi amb sang de porc com amb sang humana s’han vist
respostes molt similars:

- Pel que fa a la confluéncia de la monocapa, en regions on la confluéncia és superior al
80% es detecten pocs alineaments. Aix0 es podria deure que les cél-lules no tenen
tanta llibertat de moviment al estar unes al costat de les altres. Quan la confluéncia es
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del 50-75% s’han detectat bastants alineaments amb una mitjana de cel-lules 5-6
cél-lules/alineament, tot i que s’han arribat a veure de fins 10 cél-lules/alineament.
Quan la confluéncia es inferior al 50% també es detecten alineaments, perd en menys
mesura i de menys cél-lules/alineament, normalment 3 cél-lules/alineament. Una
possible explicacio seria que al estar les cél-lules més separades, no estableixen els
contactes cel-lula-cél-lula necessaris per alinear-se.

- Pel que fa al temps des de que s’ha afegit WPr al medi s’ha vist que conforme passa el
temps els alineaments presenten més nombre de cél-lules, perd aquestes cél-lules sén
més petites, principalment nucli i sembla que comencin a entrar en apoptosi. Té sentit
que aixo ocorri, perque els factors de creixement estimulen la formacié d’estructures
tubulars i perqué es formin necessiten estar alineades. Que les cél-lules entrin en
apoptosi es pot deure a la sobrestimulacié causada pel WPr.

- Pel que fa al percentatge de WPr, com més WPr hi ha al medi més alineaments i amb
major nombre de cél-lules es detecten. També, conforme més WPr hi ha al medi més
aviat es comencen a detectar alineaments.

- També en tots dos assaigs, tot i filirar el WPr abans d’afegir-ho al medi, ales 2 h en el
cas del WPr obtingut de la sang de porc i a les 4 h del de sang humana, apareixen uns
C0ss0s negres estranys en el medi. Aquests cossos estranys no es deuen a una
contaminacié del medi sense serum ni del Tyrode’s, perqué no s’aprecien en els
controls (Figura 24). Aixi que I'explicacid6 més probable de la formacié d’aquests cossos
és que alguns factors de creixement o fragments romanents de plaquetes del WPr
s’hagin agregat.

El estudi morfologic realitzat a I'apartat 4.1. és molt important perqué ens ha permet conéixer la
morfologia de la linia cel-lular HUVEC i aixi, detectar amb més precisio els canvis morfologics
que pateixen les cél-lules en resposta a substancies proangiogeniques com el WPr.

4.3.6. Concentracio proteica del PRPr i PWr

Segons la Taula 10, el PRPr otingut a partir de sang de porc és la preparacio de factors de
creixements que més contingut proteic té, perquée és el que en la lectura d’absorbancia té un
valor més alt. Aixo es deu, a que el PRPr a part de contenir els factors de creixement alliberats
per les plaquetes també conté proteines plasmatiques. Mentre que el WPr al ser factors de
creixement en Tyrode’s la lectura d’absorbancia dona un valor de concentracié proteica més
baix. Es pot observar que el WPr obtingut a partir de sang humana té una concentracié de
proteines lleugerament superior que el de porc.

Abs

PRPr (porc) WPr (porc) WPr (huma)
1/250 0,464 0,103 0,529

Taula 10. Valors absorbancia PRPr i WPr. S’ha calculat la concentracié de proteines del PRPr i WPr de porc i
el WPr de amb un espectrofotdometre utilitzant una longitud d’ona 280 nm (UV), espectre al que absorbeixen llum
les proteines. Font: elaboracié propia.
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5. Conclusioé

Al caracteritzar les linies cel-lulars HUVEC i bEND3, hem pogut determinar que les HUVEC sén
les cel-lules més adients per realitzar assaigs d’angiogénesi, perqué la seva morfologia i
disposicié en I'espai — quan proliferen es col-loquen unes al costat de les altres, mantenint
sempre el contacte — son les propies de I'endoteli vascular.

Tot i que en el model d’angiogénesi no hem pogut testar el PRP de pacients amb ferides
croniques, si que hem pogut testar I'efecte dels factors de creixement alliberats per plaquetes
aillades a partir de PRP.

Hem demostrat que podem realitzar assaigs d’angiogénesi sense la necessitat d’'una cobertura
de Matrigel en la superficie — com es proposa en la majoria de bibliografia disponible — perquée
les cel-lules han aconseguit alinear-se i organitzar-se en cercles, que és la disposicid prévia
que adquireixen les cél-lules abans de formar estructures tubulars amb lumen.

Hem optimitzat el model d’obtencié de PRP amb el maxim nombre de plaquetes possible que
s’utilitza ara a la Unitat de cures de I'Hospital Universitari de la Santa Creu de Vic (HUSC).
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6. Visio personal i perspectives de futur

Trobo que és un projecte amb molt de potencial, perqué hi ha una necessitat de curar les
ferides croniques de la pell que disminueixen molt la qualitat de vida de les persones. Per
aguest motiu, com a perspectives de futur proposo que aquest projecte:

- Optimitzi el temps que ha d’estar el WPr en el medi per tal d’estimular al maxim la
formacio d’estructures tubulars i minimitzar la mort cel-lular. Potser seria bo deixar el
WPr un periode reduit de temps i després afegir medi de cultiu amb poc sérum per
poder seguir la formacié d'estructures cel-lulars i evitar la mort cel-lular.

- També proposo fer un banc de dilucions del PRPr i a partir d’aqui fer assaig
d’angiogenesi amb diferents percentatges d’aquella dilucid. Aixi s’aconseguiria evitar la
produccié de la malla de fibrina i disposar d’un altre preparat de factors de creixement
alliberats per plaquetes, que a més, ha donat molts bons resultats segons moltes
publicacions recents. Una altra possibilitat seria intentar retirar la malla a I'hora de fer
un seguiment de la morfologia a I'estructuracié de les cel-lules.

- | per ultim proposo continuar amb l'estimulaci6 de matriu extracel-lular, perqué si
s’aconseguis produir-ne es podrien realitzar assaigs d’angiogenesi sobre aquesta
matriu, perque I'ambient en el que es realitzaria I'assaig s’aproparia molt més a com es
produeix el procés d’angiogénesi in vivo. | en la mateixa linia, afegiria els factors
alliberats pel plasma pobre en plaquetes (PPPr) — és una altra forma de preparar PRP
— perqué és ric en fibrinogen, von Willebrand factor (VWF) i fibronectina, components
que formen una scaffold semisodlida que ajuden a la re-epitelitzacid i I'angiogénesi
durant la curacioé d’una ferida in vivo.
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7. Annex de Protocols
7.1.Analisi dels descriptors morfologics

1. Arrossegar la imatge que es vol processar per carregar-la a I'lmatged (Figura 1A).

2. Analize & Tools > ROI Manager: s’obrira una finestra com la que es veu a la Figura
1B.

3. Seleccionar I'eina per treballar amb poligons (I'eina que s’indica en verd a la Figura
1A).

4. Resseguir el contorn de cada una de les cél-lules que es vulguin analitzar (Figura 2).
En el nostre cas, s’han estudiat 40 cél-lules de cada linia.

5. Cada cop que es ressegueix el contorn d’'una cél-lula, prémer add del panell ROI
Manager indicat a la Figura 1B.

6. Un cop s’ha dibuixat el contorn de les cél-lules que es vol estudiar, prémer show all.

7. Tornant al panell principal de 'lmaged (Figura 1A): Analyze > Set measurements:
seleccionar area, shape descriptors, perimeter i Feret's diameter.

8. Analyze > Measure. En una nova finestra sortiran els valors dels parametres
morfologics, descarregar-los en format .csv.

) A] B] Bro. - ] X
= AddlY
2 Imagel - O X Update
File Edit_Image Process Analyze Plugins Window Help ﬁ
Ojo@)o| /<8 Ala|o| ales]e]s] | |» M
Deselect
Properties..
Flatten [F]
Developer Menu |_Liie |
[~ Show All
=1l Labels

Figura 1. Barra d’eines de I'lmagedJ. A) El cercle verd indica I'eina per treballar amb poligons que s'utilitza per
resseguir el contorn de les cél-lules. B) Finestra del ROl Manager.

Figura 2. Estudi morfologic amb I'lmageJ. En groc es veu el contorn de les cél-lules seleccionades.
A) HUVEC. B) bEND3.
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7.2.Determinacio de la taxa de proliferacio

1. Sembrar el pou a una confluéncia baixa (~15%).

2. Realitzar una foto amb un microscopi invertit cada 24 h a diferents camps del pou amb
I'objectiu 10X fins que la monocapa sigui 100% confluent.

3. Fer un recompte manual del nombre de cél-lules de cada fotografia i calcular el valor
mitja (Figura 3).

Figura 3. Exemple de recompte manual del nombre de cél-lules d’un camp. Linia: HUVEC. Objectiu: 10X.

Recorda: si el medi canvia de color cap a taronja-groc (s’acidifica), renovar la meitat del medi
amb medi fresc. Solament canvieu la meitat del medi, per no afectar la taxa de proliferacié
cel-lular amb I'addicié de nous nutrients.

7.3.Determinacio de la capacitat de cobertura de superficie en un mode de reparacio
de ferida

1. Quan la monocapa de cultiu esta 100% confluent, amb una punta de pipeta de 10uL fer
un raspat.

2. Seguiment de la cobertura de la ferida amb un microscopi invertit.

3. Analitzar la capacitat de cobertura calculant I'area de les imatges amb I'lmaged (Figura
4) seguint el protocol descrit al punt 7.1. de IAnnex de Protocols.

Figura 4. Exemple de com es calcula I'area del raspat de la monocapa. En aquest cas concret, s’han
calculat dos arees, la total del raspat i dues cel-lules que estaven juntes i separades de la vora (cercle groc petit
identificat com a 2). Aleshores, s’ha de restar a 'area del raspat (identificada com a 1) totes les arees de les
cél-lules que no es trobi a la vora del raspat per esbrinar I'area total del raspat. Linia: bEND3, Objectiu: 10X.
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7.4.Determinaci6 de la secrecié de matriu extracel-lular

El protocol descrit a continuacié s’ha adaptat d’'un protocol descrit a Current Protocols in Cell

Biology [39].
1. Esterilitzar uns cubres amb Etanol al 70%. Deixar-los assecar i col-locar un a cada pou

7.

de la placa de 24 pous. Col-loquem aquest cubres, perque sera el suport on creixeran
les cel-lules i, posteriorment, es portara a terme 'immunofiuorescéncia.

Fer el coating amb gelatina al 0.2%. Si s’utilitza una placa de 24 pous, afegir 0.5 mL de
gelatina i incubar la placa durant 2 h.

Aspirar la gelatina que no s’ha solidificat i fer dos rentats amb 0.5 mL de PBS.

Sembrar la placa de cultiu.

Quan la monocapa del cultiu sigui 100% confluent, afegir 50 mg/mL d’acid ascorbic en
PBS estéril al medi. Recorda: esterilitzar la solucié d’acid ascorbic 50 mg/mL en PBS,
perqué estara en contacte amb cel-lules.

Durant els proxims 8 dies, afegir 50 mg/mL d’acid ascorbic en PBS estéril al medi cada
1-2 dies. Recorda: prepara la solucié d’acid ascorbic 50 mg/mL en PBS cada cop que
s’afegeixi al medi, perque l'acid ascorbic s’oxida facilment. O bé, pots fer aliquotes,
guardar-les a -20°C i utilitzar una nova cada cop.

Fer un seguiment amb microimatges amb un microscopi invertit de la deposicié d’ECM.

7.4.1. Immunofluorescéencia contralalaminina

Treballar a una cabina de flux laminar

1.
2.

3.

Aspirar el medi i rentar dos cop amb 0.5 mL de PBS.

Descel-lularitzacio: afegir 0.5 mL de soluci6 de llisi Triton X-100 + NH4OH a cada pou.
Incubar la placa a temperatura ambient (25°) durant 3-5 minuts.

Retirar la solucio de lisi i rentar dos cops amb 0.5 mL de PBS.

Passar a treballar a la campana d’extraccié de gasos

4.

Fixacié: 0.5 mL de Paraformaldehid 3.7%. Incubar la placa a temperatura ambient (25°)
durant 15 minuts.

Retirar el paraformadehid. Utilitzar el contenidor de no halogenats.

Rentar 2 cops amb 0.5 mL de PBS. Descartar el PBS al contenidor de no halogenats,
perqué té restes de paraformaldehid.

Treballar amb una cambra fosca

7.

10.
11.

12.

Bloqueig: gota de 10 pL 1% BSA en PBS/cubre. Incubar els cubres a temperatura
ambient durant 35 minuts.

3 rentats sequlencials en PBS. Entre rentat i rentat retirar 'excés de PBS dels cubres.
Incubacié amb l'anticds primari (rabbit-a-laminina): gota de 10 yL d’Ab 1ari/cubre. 1h a
temperatura ambient.

3 rentats sequlencials en PBS. Entre rentat i rentat retirar 'excés de PBS dels cubres.
Incubacié amb I'anticos secundari (N488 goat-a-rabbit): gota de 10 yL d’Ab 2ari/cubre.
45 minuts a temperatura ambient.

Rentats seqguencials: 2 amb PBS i I'ultima amb H20O destil-lada. Entre rentat i rentat
retirar 'excés de PBS dels cubres.

52

Grau en Biotecnologia



Posada a punt d’'un model d’angiogénesis in vitro per estudiar I'accié del PRP en la regeneracio de teixits

13. Muntatge de la preparacid: preparar el cubre per visualitzar-lo amb el microscopi de

fluorescencia. Utilitzar un mounting medium especial per fluorescencia.

7.4.2. Composicio de dues imatges amb I'lmageJ

1.
2.

4,

Arrossegar la imatge que es vol processar per carregar-la a I'lmatged.

Image = Color = Arrange Channels: s’obre una finestra com la que es veu a la Figura
5A. Les dues imatges inferiors (new), clica sobre el 1 i selecciona grays, en el 2
selecciona green. La imatge 1 és la corresponent al contrast de fasesila2 ala
fluorescent. Pulsar OK.

Imatge - Color - Merge channels: s’obre una finestra com la que es veu a la Figura
5B, en el desplegable C2 (green) selecciona la foto que vols sobreposar. Pulsar OK i
es crea una imatge sobreposada.

Si es vol ajustar el contrast: Image > Adjust > Brightness/Contrast: i ajustar a plaer.

Recorda: com es treballa amb imatges amb format lif. S’ha d’instal-lar préviament el Pluging
Bio-Formats a I'lmagedJ.

A) Arrange Channels X B) Merge Channels

C1 (red):

L

C2(green): |*None*
C3(vlue): [*None*
C4(gray): [*None*

old

C5(cyan): [*None*

Lol Ll 1 e e

C6 (magenta): [*None®

C7 (yellow): [*None*

New:

W Create composite

™ Keep source images

New channel order: [[B I Ignore source LUTs

OK J Cancel | Help | oK | cancel |

Figura 5. Finestres d’lmageJ per crear una composicié d’imatges. A) Finestra corresponent a I'Arrange
Channels. B) Finestra corresponent al Merge Channels.

7.5. Optimitzacié d’obtencié de PRP a partir de sang humana

1.

Arrossegar la imatge del frotis de PRP que es vol processar per carregar-la a I'lmatged
(Figura 6).

Process—> Substract background - el valor que s’utilitza depén de cada imatge.

Image - Type - 8 bit. Pas necessari perque per utilitzar la funcié treshold la imatge
ha d’estar en aquest format.

Image - Adjust > Treshold > B&W.

Process - Binary - Fill in holes. Solament cal quan s’analitzen les fotos
corresponents a la fraccié dels limfocits, perqué quan es canvia el treshold formen
cercles. Amb aquesta funcié omplim el seu interior i es més senzill per fer el recompte.
Process - Binary > Watershed. Aquesta funcié identifica els limits de cada particula i
permet que aquelles que estan en contacte es comptin com a dues particules diferents.
Analyze - Analyze particles > establir el rang. En el nostre cas és 20-150. Amb el
limit inferior 20, es discriminen les particules petites que puguin haver i no siguin
plaguetes, i amb el limit superior 15 ens assegurem que no compti els limfocits en els
imatges de corresponents a la fraccio L.
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1/3 2/3 L

Figura 6. Exemple de microimatge de cada una de les fraccions analitzades pel recompte de plaquetes.
1/3: part superior del plasma, 2/3: part inferior del plasma, L: limfocits.

7.6.Optimitzacio d’obtencio de PRP amb sang de porc

1. Afegir 10 mL de sang de porc en tubs falcon de 15 mL de foncs conic.

2. Centrifugar els tubs a diferents velocitats de centrifugacié (200, 400, 600, 900, 2000,
2800 i 3500 g) combinant diferents temps de centrifugacio (10, 20 i 40 minuts).

3. Fer un frotis del plasma de cada condici6 descrita al punt 2 i visualitzar-ho sota un
microscopi invertit.

Com no s’obtenia una fraccié plasmatica neta, perqué hi havia preséncia d’eritrocits. Es va
decidir utilitzar Ficol i centrifugar a les velocitats descrites per Etulain et. Al., Bertrand-Duchesne
et. Al. i Martinez et. Al. per obtenir PRP (200 g durant 10 minuts).

7.7.Preparacio de PRPr: Plasmaric en plaquetes amb factors de creixement
alliberats per plaquetes

1. En un tub de 15 mL de fons conic, afegir 10 mL de sang. Si treballem amb sang de
porc, afegir 4 mL de Ficol i amb I'ajut d’'un pipeta Pasteur de vidre afegir lentament 6
mL de sang.

2. Centrifugar la sang a 200 g durant 10 minuts. Després de centrifugar es diferencien les
3 fraccions: el que es coneix com el PRP i on es troben les plaquetes (fraccié superior,
normalment de color blanc), la fraccié dels limfocits (fraccié del mig, normalment molt
prima i de color groc) i la fraccié de les cél-lules vermelles (fraccié inferior, és de color
vermell i és la fraccié de més volum).

3. Recuperar la fraccié corresponent al PRP. Agafar una aliquota d’100 pL i fer un
recompte amb la Camera de Neubauer per saber quantes plaquetes hi ha.

4. Afegir 220 pL de CaCl2 / mL de PRP de la solucié stock CaCl2 1 M. Amb aquest pas,
es provoca l'activacié de les plaquetes perqué secretin factors de creixement.

5. Deixar formar el coagul durant 40 minuts a 37°C.

6. Centrifugar els tubs a 900g durant 10 minuts. D’aquesta manera, el coagul s’arrossega
al fons del tub i es facilita la recuperacié del sobrenedant.

7. Recuperar el sobrenedant i centrifugar-lo a 900 g durant 10 minuts.

8. Recuperar el sobrenedant. Aquest correspon al que es coneix com el PRPr. Aliquotar
el PRPr en tubs d'1.5 ml i congelar a -80°C fins al seu Us.

Recorda: esterilitzar el PRPr abans d’aliquotar-ho, perqué posteriorment estara en contacte
amb cél-lules. Esterilitzar amb un filtre de 0.2 um.
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7.8. Preparaci6 de WPr: factors de creixement alliberats per plaquetes en una solucio

tampo

1. Repetir els punts 1i 2 de la preparacio del PRPr.

2. Recuperar la fracci6 corresponent al PRP i centrifugar-la a 900 g durant 10 minuts.

3. Guardar el sobrenedant a -80°C. Aquest sobrenedant equival al que es coneix
comunament com a plasma.

4. Resuspendre el pellet de plaquetes amb Tyrode’s buffer (veieu la seva preparacié al
protocol 8 de I'’Annex). Afegir el mateix volum de buffer que el que s’ha descartat de
sobrenedant.

5. Centrifugar a 900 g durant 10 minuts. Descartar el sobrenedant i repetir el punt 4.

6. Afegir 220 pL de CaCl2 de la soluci6 stock 1 M per cada mL de PRP. Amb aquest pas,
es provoca l'activacio de les plaquetes perqué secretin factors de creixement.

7. Deixar la suspensio de plaquetes durant 40 minuts a 37°C.

9. Centrifugar a 900 g durant 10 minuts. Al fons del tub conic de 15 mL queden les
plaquetes “buides”.

10. Recuperar el sobrenedant . Aquest correspon al que es coneix com el WPr. Aliquotar el

WPr en tubs d’1.5 ml i congelar a -80°C fins al seu Us.

Recorda: esterilitzar el WPr abans d’aliquotar-ho, perque posteriorment estara en contacte amb
cél-lules. Esterilitzar amb un filtre de 0.2 pm.

7.9 Assaigs d’angiogénesi

7.9.1. Optimitzacio del temps sense serum

1.

w

Quan el cultiu presenti una confluéncia del 70%, aspirar el medi, fer dos rentats amb
PBS i afegir medi sense serum.

Incubar el cultiu a diferents temps: 2, 4, 6, 8 i 24 h amb medi sense serum.

Aspirar el medi sense serum, fer dos rentats amb PBS i afegir medi sense serum.
Analitzar la viabilitat de les cél-lules als diferents temps d’estar amb una medi sense
seérum i la seva resposta davant del sérum (si comencen a proliferar o no).

7.9.2. Optimitzacio del percentatge de PRP necessari per a la formacié d’estructures
tubulars

© NGOk WD

Fer el coating amb gelatina al 0.2%. Si s’utilitza una placa de 24 pous, afegir 0.5 mL de
gelatina i incubar la placa durant 2 h.

Aspirar la gelatina que no s’ha solidificat i fer dos rentats amb 0.5 mL de PBS.
Sembrar la placa de cultiu.

Quan el cultiu es trobi a un 70% de confluéncia, procedir amb I'assaig d’angiogénesi.
Aspirar el medi i fer dos rentats amb 0.5 mL de PBS.

Afegir medi de cultiu sense sérum i incubar la placa durant 4 h.

Passades les 4 h fer 3-4 fotos de cada pou.

Aspirar el medi i fer dos rentats amb 0.5 mL de PBS.

Afegir en cada pou la condici6 corresponent:

. Control-1 (C1): medi amb serum.

. Control-2 (C2): medi sense sérum.
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. Control-3 (C3): 250 yL medi sense sérum + 250 uyL de Tyrode’s Buffer
(consultar punt 7.10.1. de 'Annex de Protocol per veure la seva preparacio).

. 100% PRPr/WPr: 500 uL PRP/WPTr.

o 80% PRPr/WPr: 400 uL PRPr/WPr + 100 pL medi sense serum.

. 75% PRPr/WPr: 375 L PRPr/WPr + 125 pL medi sense sérum.

. 60% PRPr/WPr: 300 pL PRPr/WPr + 200 pL medi sense serum.

. 50% PRPr/WPr: 250 uL PRPr/WPr + 250 uL medi sense sérum.

. 25% PRPr/WPr: 125 pL PRPr/WPr + 125 uL Tyrode’s Buffer + 250 puL medi
sense serum.

. 12.5% PRPr/WPr: 62.5 uL PRPr/WPr + 187.5 pL Tyrode’s Buffer + 250 yL medi

sense serum.

Recorda: Fer duplicats de cada condicié.

10. Fer un seguiment amb microimatges amb un microscopi invertit a diferents temps: 2 h,
4 h, 6 h 20 h d’haver afegit el PRPr/WPr en el medi.

11. Amb qualsevol visualitzador d’imatges, analitzar manualment el nombre d’alineaments
s’han produit. S’estén per alineament quan 3 cél-lules 0 més segueixen la mateixa
direccionalitat (Figura 7).

Figura 7. Exemple de recompte d’alineaments. Linia: HUVEC. Objectiu: 10X.
7.9.3. Concentracio proteica del PRP

1. Preparar un banc de dilucions dels diferents PRP.

2. Calcular 'absorbancia a 280 nm — absorbancia a la que les proteines absorbeixen la
llum ultraviolada (UV).

3. Diluir les mostres fins que el valor d’absorbancia ja no canvii.

7.9.4. Preparacié Tyrode’s Buffer

- SOLUCIO 1: Preparar 30 mL NaCl (139 mM)+ KCI (3 mM)+ NaHCO3 (17mM) 10X:
dissoldre 2.437 g de NaCl, 0.067 g KCI i 0.428 g de NaHCOs en 30 mL d’aigua
destil-lada.

- SOLUCIO 2: Preparar 200 mL Glucosa 12 mM: dissoldre 0.54 g Glucosa en 200
mL d’aigua destil-lada.

- Afegir 25 mL de la soluci6é 1 a la solucié 2 i oxigernar-les amb I'agitador magnétic
durant 5 minuts.
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- SOLUCIO 3: Preparar 30 mL CaCl, - 2 H20 (3 mM) + MgCl, - 6 H.0 (1 mM):
dissoldre 0.1323 g CaCl2 - 2 H20 i 0.061 g MgCl> - 6 H20 en 30 mL d’aigua
destil-lada.

- Afegir 25 mL soluci6 3 a la barreja del punt 3.

- Calcular el pH. Ha d’estar al voltant de 7.4.

Recorda:

- Esterilitzar el PPPr abans d’aliquotar-ho, perque posteriorment estara en contacte
amb cél-lules. Esterilitzar amb un filtre de 0.2 um.

- Incubar el Tyrode’s Buffer 1 h abans del seu us per equilibrar el pH.

- Es aconsellable preparar aquest buffer abans d'utilitzar-se, ja que al contenir
glucosa és susceptible a que hi creixin fongs amb el pas del temps.
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