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RESUM 

Avui dia la patologia isquèmica cerebral, amb una fisiopatologia molt complexa, 

segueix sent una de les causes més importants de mort i incapacitat al món. 

Actualment l'únic tractament possible són les teràpies trombolítiques amb l’activador 

del plasminogen de teixit (rt-PA) , que només s'administren en la fase hiperaguda dels 

ictus isquèmics (<4,5 hores). És per tant necessari investigar noves teràpies aplicables 

després de la fase hiperaguda per poder augmentar el nombre de pacients tractats. La 

neuroreparació és una estratègia terapèutica que permet restablir la circulació 

cerebral i promoure la neuroregeneració. Per a assolir aquests objectius cal potenciar 

l'angiogènesi i la neurogènesi en el cervell isquèmic. L'objectiu d'aquesta tesi és 

estudiar el potencial neuroreparador de les cèl·lules progenitores endotelials (EPCs) i el 

rol de la MMP-9 en la seva modulació.  

Utilitzant un model d’isquèmia cerebral permanent en ratolí es va estudiar el potencial 

terapèutic de les EPCs així com dels factors secretats per aquestes. Els resultats 

mostren la potenciació de les respostes angiogèniques i neurogèniques endògenes en 

els animals que reben els citats tractaments demostrant per primer cop en un model 

d’isquèmia cerebral el potencial terapèutic dels factors de creixement que secreten les 

EPCs, oferint una eina per a teràpies pro-angiogèniques autòlogues basades en factors 

de creixement i lliures de cèl·lules. 

Atès que sabem que les metal·loproteïnases de matriu (MMPs) són necessàries per la 

remodelació extracel·lular que es dóna durant els processos d’angiogènesi i 

neurogènesi, aquesta tesi aprofundeix en el rol de la MMP-9 com a molècula clau 

reguladora en les teràpies pro-angiogèniques després de la isquèmia cerebral. Alhora 

també s’ha estudiat el rol de la isquèmia en l’activació i mobilització de les EPCs. Els 

resultats d’aquesta tesi mostren que la isquèmia cerebral estimula l’alliberament de 

les EPCs a la circulació. Per altra banda també hem demostrat com la deficiència de 

MMP-9 produeix una disminució de les EPCs circulants en animals control, que es 

reverteix després de l’estímul isquèmic. També s’han realitzat estudis de tubulogènesi 

in vitro, que demostren un augment de les capacitats angiogèniques en les cèl·lules 

obtingudes d’animals isquèmics comparat amb no isquèmics així com una disminució 

d’aquestes en cèl·lules d’animals deficients en MMP-9. La inhibició de les MMPs, i 

específicament la MMP-9, en EPCs humanes mostren els mateixos resultats, 

confirmant el rol d’aquesta metal·loproteïnasa en les capacitats angio-vasculogèniques 

in vitro de les EPCs.  

Finalment, s’ha posat a punt un model d’isquèmia cerebral transitòria en ratolí, per 

oclusió distal de l’artèria cerebral mitja mitjançant la seva compressió. Aquest model, 

amb un infart cortical ben delimitat i amb l’existència de la reperfusió del teixit, 

presenta una major homologia amb la patologia humana i ens permetrà continuar amb 

els estudis de neuroreparació en situacions de reperfusió. 



 

 
 

  



 
 

ABSTRACT 

Nowadays acute ischemic brain disease, which has a complex pathophysiology, 

remains one of the most important causes of death and disability worldwide. Currently 

the only possible treatment is the thrombolytic therapy with tissue plasminogen 

activator (rt-PA), that can be administered only in the hyperacute phase of ischemic 

stroke (<4.5 hours). Therefore, it is necessary to investigate new therapies that could 

be applicable after the hyperacute phase to increase the number of treated patients. 

Neurorepair therapies are therapeutic approaches that allow restoring cerebral 

circulation and promoting neuroregeneration. To achieve these objectives it is 

necessary to enhance angiogenesis and neurogenesis in the ischemic brain. The aim of 

this thesis is to study the neuropair potential of endothelial progenitor cells (EPCS) and 

the role of MMP-9 in its modulation. 

Using a model of permanent cerebral ischemia in mice, we studied the therapeutic 

potential of EPCs and their secreted factors. The results show an increase of 

angiogenesis in animals receiving the aforementioned treatments, demonstrating for 

the first time the therapeutic potential of growth factors secreted by EPCs in a model 

of cerebral ischemia and providing a tool for autologous pro-angiogenic cell-free 

therapies. 

Since it is known that matrix metalloproteinases (MMPs) are required for the 

extracellular remodeling that occurs during angiogenesis and neurogenesis, this thesis 

explores the role of MMP-9 as a key molecule in the regulation of pro-angiogenic 

therapies after cerebral ischemia. In addition, the role of ischemia in the activation and 

mobilization of the EPCs has also been studied. The results of this thesis show that 

cerebral ischemia stimulates the release of EPCs to circulation. Furthermore we have 

also demonstrated that MMP-9 deficiency causes a decrease in the number of 

circulating EPCs in control animals, which is reversed after the ischemic insult. In vitro 

tubulogenesis studies showed an increased angiogenic capacity in cells obtained from 

ischemic animals compared with non-ischemic as well as a decrease of these abilities 

in MMP-9 deficient animals. The pharmacological inhibition of MMPs, specifically 

MMP-9 in human EPCs showed the same results, confirming the role of this 

metalloproteinase in the in vitro angio-vasculogenic abilities of EPCs. 

Finally, we have developed a model of transient cerebral ischemia in mice by occlusion 

of the distal middle cerebral artery by compression. This model, with a well-defined 

cortical infarct and the presence of tissue reperfusion, has a greater homology with 

human disease and allows us to continue the neurorepair studies in the presence of 

reperfusion. 
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ABREVIATURES 
 

ACE: de l’anglès angiotensin-converting enzyme 

ACM: artèria cerebral mitja 

AIT: atac isquèmic transitori 

ATP: de l’anglès adenosine triphosphate 

AMPA: de l’anglès α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

Ang-1: angiopoietina 1 

BDNF:  de l’anglès brain-derived neurotrophic factor 

BHE: barrera hematoencefàlica 

CACs: de l’anglès circulating angiogenic cells 

CD: de l’anglès cluster of differentiation  

CXCR4: de l’anglès Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 

ECFCs: de l’anglès endothelial colony forming cells 

EPC: de l’anglès endothelial progenitor cell 

EPO: eritropoetina 

FGF: de l’anglès fibroblast growth factor 

G-CSF: de l’anglès granulocyte colony stimulating factor 

HGF: de l’anglès fibroblast growth factor 

IL: de l’anglès interleukin  

iPS: de l’anglès induced pluripotent stem cells 

KO: de l’anglès knock-out 

MCP-1: de l’anglès monocyte chemotactic protein-1 

MMPs: de l’anglès matrix metalloproteinases 

NGF: de l’anglès nerve growth factor 

NMDA: de l’anglès N-methyl-D-aspartatic acid 

OECs: de l’anglès outgrowth endothelial cells 

PDGF: de l’anglès platelet-derived growth factor 

rt-PA: de l’anglès recombinant tissular plasminogen activator 

SDF-1: de l’anglès stromal derived factor 1  

TGF-β: de l’anglès transforming growth factor beta 
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Tie2: receptor de l’angiopoietina 1 i 2 

TIMP: de l’anglès tissue inhibitor of metalloproteinase 

TNF: de l’anglès tumor necrosis factor  

TSP-1: de l’angles thrombospondin 1 

TSP-2: de l’angles thrombospondin 2 

VEGF: de l’anglès vascular endothelial growth factor 

VEGFR-2: de l’anglès vascular endothelial growth factor receptor 2, també conegut 

com KDR o Flk-1 

vWF: de l’anglès von Willenbrand factor 

WT: de l’anglès wild-type
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1. INTRODUCCIÓ 

1.1 L’ ictus 

 

L’ictus o patologia cerebrovascular aguda és un trastorn circulatori que es produeix 

com a resultat d’una alteració del flux sanguini cerebral de forma transitòria o 

permanent per una isquèmia (oclusió del vas) o una hemorràgia (trencament del vas 

d’una o més arteries cerebrals) desencadenant un procés patològic. Com a resultat de 

la manca de reg sanguini al cervell poden aparèixer tota una sèrie de símptomes 

neurològics com l’afàsia (trastorn de la parla), hemiparèsia (afectació de la capacitat 

motora d’un costat del cos), pèrdua de visió, vertigen o trastorns del llenguatge, entre 

d’altres. La seva aparició dependrà de la zona de l’encèfal que estigui afectada. 

Aquests dèficits es podran recuperar o no segons l’evolució clínica del pacient, on el 

temps d’oclusió jugarà un paper fonamental, i del tipus d’infart (1). 

L’ictus continua sent un dels trastorns neurològics més devastadors, representant prop 

de 5,5 milions de morts anuals arreu del món i uns altres 5 milions de supervivents 

amb discapacitats neurològiques (dades obtingudes de la World Health Organitzation, 

www.who.org). En tractar-se d’una malaltia associada a l’envelliment, s’espera que la 

seva incidència segueixi creixent ja que la població mundial major de 65 anys continua 

augmentant en aproximadament 9 milions de persones l’any (2). A l’estat espanyol 

cada any es produeixen uns 200 casos per cada 100.000 habitants i representen la 

primera causa de mort en les dones, la segona en els homes i la primera causa de 

discapacitat adquirida en la vida adulta (3).  Per tant, té un impacte econòmic molt 

elevat ja que una gran part dels pacients requeriran algun tipus d’assistència en el seu 

dia a dia.  

Els factors de risc per ictus poden ser àmpliament classificats com a modificables o 

fixes. Alguns factors de risc modificables (com la hipertensió, la diabetis, les 

dislipèmies, la obesitat o el tabaquisme) són comuns i proporcionen oportunitats per 

modificar el risc en un gran nombre de persones. Altres factors de risc, com la 

fibril·lació auricular i els atacs isquèmics transitoris, són menys freqüents i més 
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específics que els factors de risc comuns (4). A més, també hi ha factors genètics que 

determinen una major susceptibilitat a patir un ictus. Alguns factors de risc genètic es 

presenten com a malalties monogèniques (malaltia de Fabry o el CADASIL) però en la 

majoria de casos la relació genètica de la malaltia és resultat de l’efecte multiplicador 

de diferents al·lels patogènics, cadascun dels quals confereix un lleuger augment del 

risc (5). Els factors de risc genètic així com el gènere o l’edat són factors de risc no 

modificables.  

1.1.1 Els subtipus d’ictus 

Els ictus es classifiquen en diferents subtipus tenint en compte criteris clínics, 

topogràfics, patogènics i diagnòstics. En general els ictus es poden dividir en dos grans 

grups segons el seu origen: isquèmics o hemorràgics (Figura 1).  

Els ictus isquèmics representen entre el 80 i el 85% de tots els ictus. Es produeixen 

majoritàriament com a conseqüència de l’oclusió d’una artèria per un mecanisme 

trombòtic (plaques d’ateroma al lumen del vas) o embolic (produït per coàguls). La 

disminució de l’aportació sanguínia cerebral pot ser total (isquèmia global) o parcial 

(isquèmia focal). La isquèmia cerebral focal, la més comú, es divideix segons la duració 

de l’episodi en: atac isquèmic transitori (AIT, un episodi d'inici agut i etiologia 

isquèmica de disfunció neurològica focal amb una duració menor a les 24h, que 

generalment dura entre 1 i 2 hores) o infart cerebral (6). 

Els ictus hemorràgics o hemorràgies cerebrals es produeixen degut al trencament d’un 

vas sanguini i representen un 15-20% dels ictus. Es classifiquen en hematomes 

intracerebrals (extravasació de sang cap al parènquima cerebral) o hemorràgies 

subaracnoïdals (extravasació de sang directament a l’espai subaracnoïdal).  



 

 

 

Figura 1. Esquema dels dos principals subtipus d’ictus: isquèmics i hemorràgics. (Adaptat de 

The Johns Hopkins Health Library.)

 

Els ictus isquèmics i hemorràgics es poden classificar a diferents nivells, segons la seva 

duració i extensió, l’àrea cerebral afectada, la localització de la lesió o la seva etiologia 

(Figura 2). 

Figura 2. Classificació dels subtipus d’ictus. (Adaptada de Díez

al., 2006.)(1,7)  

Esquema dels dos principals subtipus d’ictus: isquèmics i hemorràgics. (Adaptat de 

The Johns Hopkins Health Library.) 

Els ictus isquèmics i hemorràgics es poden classificar a diferents nivells, segons la seva 

ó, l’àrea cerebral afectada, la localització de la lesió o la seva etiologia 

Classificació dels subtipus d’ictus. (Adaptada de Díez-Tejedor et al., 2001 i Arboix et 
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Esquema dels dos principals subtipus d’ictus: isquèmics i hemorràgics. (Adaptat de 

Els ictus isquèmics i hemorràgics es poden classificar a diferents nivells, segons la seva 

ó, l’àrea cerebral afectada, la localització de la lesió o la seva etiologia 

Tejedor et al., 2001 i Arboix et 
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La classificació etiològica més utilitzada actualment són els criteris TOAST (Trial of Org 

10172 in Acute Stroke Treatment), que diferencia 5 subgrups d’ictus isquèmics (1,8). 

Els dos subtipus més freqüents són els aterotrombòtics, deguts a una estenosi d’una 

artèria o la ruptura d’una placa d’ateroma que arriba al cervell en forma de trombus, i 

els cardioembòlics, produïts per l’obstrucció d’una artèria per material embòlic 

d’origen cardíac. Menys freqüents són els ictus lacunars, patologies de vas petit que 

produeixen infarts de mida petita (<1.5 cm de diàmetre) i els ictus de causa inhabitual, 

que se solen produir per malalties sistèmiques com per exemple infeccions, alteracions 

de la coagulació, neoplàsies o aneurismes. Tot i els avenços en les tècniques de 

diagnòstic no s’arriba a determinar la causa d’alguns infarts, que es classifiquen com a 

ictus isquèmics d’origen indeterminat.  

Respecte al pronòstic, l’estat neurològic dels pacients d’ictus s’avalua a partir d’escales 

objectives que mesuren la gravetat del dany produït per la lesió. L’escala més utilitzada 

és la NIHSS (National Institutes of Health Stroke Scale), que amb una puntuació de 0 a 

42 punts de menys a més gravetat permet valorar el dèficit neurològic i la millora o 

empitjorament a curt termini (dies, setmanes) (9). Una variació en el temps menor de 

4 punts es considera estabilitat del pacient, un increment de 4 punts o més indica 

empitjorament i una baixada de 4 o mes punts indica milloria neurològica. 

1.1.2 La fisiopatologia isquèmica 

La conseqüència immediata de l’oclusió d’una artèria cerebral, ja sigui per un coàgul, 

una trombosi o una hipoperfusió sistèmica, és la restricció del flux cerebral sanguini. El 

resultat  és una aportació d’oxigen i glucosa insuficient per a mantenir l’homeòstasi 

cel·lular.  Això provoca múltiples processos que condueixen a la mort cel·lular: 

excitotoxicitat, acidosi i desequilibri iònic, estrès oxidatiu, inflamació, apoptosi i 

despolarització neuronal (10)(Figura 3). 

Al votant de la zona infartada pot existir un flux sanguini residual suficient per a 

mantenir la viabilitat cel·lular durant un temps determinat. En aquesta zona 

anomenada penombra isquèmica, les cèl·lules tot i mantenir-se viables es troben 

metabòlicament inactives (11). La penombra és susceptible de recuperació si es 

recupera l’aportació de flux sanguini i per aquest motiu és la diana  terapèutica més 
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rellevant en la fase hiperaguda. El destí del teixit en zona de penombra depèn de la 

circulació col·lateral, el grau d’isquèmia i el temps fins la reperfusió. A la zona de 

penombra isquèmica la mort cel·lular és més lenta i es produeix per mecanismes de 

mort cel·lular activa com l’apoptosi. Si la situació d’hipoperfusió continua, la funció 

cel·lular alterada per la cascada isquèmica acaba provocant la pèrdua irreversible de la 

viabilitat cel·lular (12,13).  

A l’anomenat core (centre) del territori isquèmic, on el flux sanguini està més 

restringit, la mort cel·lular es produeix per necrosi i processos excitotòxics durant els 

primers minuts. La reducció de l’ATP, conseqüència de l’esgotament de les reserves 

energètiques cel·lulars i la fallida metabòlica, provoca la despolarització de la 

membrana cel·lular de neurones i glia i l’alteració de la seva permeabilitat pel bloqueig 

de les bombes iòniques dependents d’ATP. El potencial de repòs de la membrana 

plasmàtica no es pot mantenir, provocant l’augment de les concentracions 

intracel·lulars de sodi (Na+) i calci (Ca2+) i el potassi extracel·lular (K+). La conseqüent 

despolarització de la membrana ocasiona l’augment de l’alliberació de glutamat i altres 

aminoàcids excitadors activant els processos excitotòxics (10).  L’augment en la 

concentració de glutamat sinàptic activa els receptors de N-metil-D-aspartat (NMDA), 

d’àcid amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiònic (AMPA) i els receptors 

metabotròpics de la neurona post-sinàptica, provocant l’entrada de calci a la cèl·lula i 

incrementant encara més la sobrecàrrega de calci intracel·lular.  Com a resultat es 

produeix un major influx de Na+ i Cl- a les neurones i un eflux de K+, provocant l’entrada 

passiva d’aigua i resultant en edema cel·lular per trencament de l’equilibri osmòtic. 

El calci, a més, activa diferents enzims lítics com proteases, lipases i endonucleases, 

facilita la síntesi d’òxid nítric i radicals lliures derivats i desacobla la fosforilació 

oxidativa (14,15).  

El calci, també activa altres vies de senyalització intracel·lular que comporten 

l’expressió a nivell local de citocines com el factor necròtic tumoral (TNF) o la 

interleucina 1β (IL-1β). Aquestes citocines estimulen l’alliberació d’altres citocines com 

la IL-6 i la IL-8, quimiocines i molècules d’adhesió. La sobreexpressió de les molècules 

d’adhesió a les cèl·lules endotelials de la barrera hematoencefàlica (BHE) indueix la 

infiltració de neutròfils. La infiltració d’aquestes cèl·lules incrementa el dany tissular en 
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la fase aguda estimulant l’alliberament de substàncies vasoconstrictores i enzims 

proteolítics que trenquen la BHE i permeten el flux d’aigua i eritròci

contribueixen a la creació de l’edema cerebral i la transformació hemorràgica 

 

 

Figura 3. Resum dels processos fisiopatològics que tenen lloc en e

(Adaptat de Dirnagl et al., 1999)

 

la fase aguda estimulant l’alliberament de substàncies vasoconstrictores i enzims 

proteolítics que trenquen la BHE i permeten el flux d’aigua i eritròci

contribueixen a la creació de l’edema cerebral i la transformació hemorràgica 

Resum dels processos fisiopatològics que tenen lloc en el teixit cerebral isquèmic. 

(Adaptat de Dirnagl et al., 1999)(18). 

 

la fase aguda estimulant l’alliberament de substàncies vasoconstrictores i enzims 

proteolítics que trenquen la BHE i permeten el flux d’aigua i eritròcits, i per tant 

contribueixen a la creació de l’edema cerebral i la transformació hemorràgica (15-17).  

l teixit cerebral isquèmic. 



1. Introducció 

 

 
9 

1.2 Tractaments i estratègies terapèutiques en l’ictus isquèmic 

 

L’ictus és una malaltia amb un gran impacte epidemiològic i econòmic, que demanda el 

desenvolupament d’una estratègia de tractament efectiva. Les teràpies actuals durant 

la fase aguda es basen principalment en 4 pilars: la recanalització arterial per 

estratègies de reperfusió, la prevenció i tractament de complicacions secundàries, la 

neuroprotecció dirigida a dianes cel·lulars i metabòliques d’activació primerenca i la 

modulació de la resposta inflamatòria secundària. En canvi, en la fase subaguda de la 

malaltia, les teràpies neuroreparadores es basen en la potenciació dels processos 

cerebrals de neuroreparació amb l’objectiu de recuperar la funció cerebral i reduir el 

dèficit neurològic. 

1.2.1 Fàrmacs trombolítics 

La funció dels fàrmacs trombolítics és la dissolució del coàgul de fibrina, mitjançant la 

conversió del plasminogen en plasmina. Existeixen diferents fàrmacs amb aquest 

mecanisme d’acció, però l’únic tractament aprovat actualment per a l’ictus isquèmic és 

l’activador recombinant del plasminogen tissular (rt-PA) durant les 4.5 primeres hores 

des de l’inici dels símptomes (19). L’administració endovenosa de rt-PA és el 

tractament recomanat en la majoria del pacients per la seva eficàcia, però té una 

estreta finestra terapèutica i uns estrictes criteris d’inclusió que fan que només al 

voltant d’un 5% dels pacients se’n puguin beneficiar. A més, un 2-10% dels pacients 

tractats amb rt-PA pateixen efectes adversos com transformacions hemorràgiques que 

s’associen amb un augment de la mortalitat (20,21).  

Avui en dia s’està avaluant la combinació dels fàrmacs trombolítics amb la 

trombectomia intraarterial. La trombectomia intraarterial utilitza dispositius mecànics 

per a l’extracció o disrupció del coàgul. Els dispositius d’extracció o recuperació del 

coàgul capturen o aspiren el coàgul, traient-lo de la circulació cerebral. Aquests 

dispositius han demostrat augmentar la taxa de recanalització i la millora del dèficit 

neurològic (22). Tot i que aquests mecanismes han demostrat la seva efectivitat en la 

recanalització, un recent estudi multicèntric ha descrit que els diferents mecanismes 

de teràpia endovascular (tant la trombectomia com el tractament trombolític 

endovascular) no serien més efectius que el rt-PA intraarterial en termes de millora 
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funcional (23). Actualment s’estan realitzant nous assaigs clínics amb dispositius més 

eficaços, que podrien demostrar la utilitat de la teràpia endovascular (24). 

1.2.2 La neuroprotecció 

La finalitat dels tractaments neuroprotectors és interferir en la cascada isquèmica, 

bloquejant molècules clau dels diferents mecanismes de dany cerebral i prevenint la 

mort cel·lular en la penombra isquèmica. Per tant, inclouen aquelles molècules que 

inhibeixen processos fisiopatològics com l’entrada de calci a les cèl·lules, l’activació 

dels radicals lliures o la mort neuronal. Un gran número de fàrmacs neuroprotectors 

han demostrat efectivitat en models animals reduint considerablement el volum de 

l’infart i millorant l’evolució funcional però cap d’ells ha  demostrat eficàcia en assaigs 

clínics multicèntrics (25). El grup de treball STAIR (Stroke Treatment Academic Industry 

Roundtable) va plantejar les possibles causes i solucions d’aquest problema que es 

recullen en unes guies de treball d’utilització en estudis preclínics amb models animals. 

Les recomanacions inclouen entre d’altres la necessitat de realitzar estudis 

randomitzats i cecs, utilitzar finestres terapèutiques més llargues, controlar els efectes 

adversos o utilitzar animals amb comorbiditats i d’espècies diferents (26,27). 

El fracàs de la translació a la pràctica clínica de la neuroprotecció ha dut a un gran 

nombre d’investigadors i empreses del sector bio-farmacèutic a buscar noves 

estratègies per al tractament de l’ictus com és la neuroreparació.  

1.2.3 La neuroreparació 

Una altra estratègia terapèutica per al tractament de l'accident cerebrovascular és 

potenciar la recuperació funcional espontània. Anomenem neuroreparació al conjunt 

de processos que es produeixen de forma espontània, que es donen més tardanament 

en la isquèmia cerebral i que, des de les zones del peri-infart, intenten regenerar el 

teixit danyat i restablir els circuits neuronals per recuperar les funcions sensorials i 

motores perdudes (28) (Figura 4). És important destacar que aquests mecanismes 

s’activen de forma molt primerenca al mateix temps que es produeixen els processos 

de mort cel·lular. 



 

 

Figura 4. La isquèmia cerebral activa vies complexes de dany cerebral, a les que el teixit 

cerebral respon estimulant els mecanismes de protecció i reparació (Adaptat de Dirnagl, 2012) 

(29).  

El cervell adult no és tan rígid ni

que diversos mecanismes de reparació s'activen en resposta a una lesió, incloent 

l'angiogènesi, la neurogènesi, la sinaptogènesi o l’oligodendrogènesi. El més important 

és que aquests processos de repara

mitjançant la rehabilitació, farmacoteràpia o teràpia cel·lular. El principal avantatge en 

comparació amb la neuroprotecció és la finestra de temps terapèutica, que es pot 

estendre fins a diverses setmanes

el nombre de pacients que es podrien beneficiar d’aquests tractaments 

part de les teràpies neurorepadores que es troben en fase de desenvolupament 

pretenen estimular la funció de diferents tipus de cèl·lules del teixit cerebral (incloent 

cèl·lules mare neurals, cèl·lules endotelials, astròcits, oligodendròcits i neurones), 

conduint a potenciar la neurogènesi endògena, l’angiogènesi, el creixement axona

sinaptogènesi, respectivament, en el teixit cerebral danyat 

aquests mecanismes de regeneració cel·lular pot contribuir a millorar la funció 

neurològica després de l’ictus.

La isquèmia cerebral activa vies complexes de dany cerebral, a les que el teixit 

cerebral respon estimulant els mecanismes de protecció i reparació (Adaptat de Dirnagl, 2012) 

El cervell adult no és tan rígid ni estàtic com es pensava clàssicament. Avui dia sabem 

que diversos mecanismes de reparació s'activen en resposta a una lesió, incloent 

l'angiogènesi, la neurogènesi, la sinaptogènesi o l’oligodendrogènesi. El més important 

és que aquests processos de reparació del cervell poden ser potencialment estimulats 

mitjançant la rehabilitació, farmacoteràpia o teràpia cel·lular. El principal avantatge en 

comparació amb la neuroprotecció és la finestra de temps terapèutica, que es pot 

estendre fins a diverses setmanes o mesos després de la lesió inicial, augmentant així 

el nombre de pacients que es podrien beneficiar d’aquests tractaments 

part de les teràpies neurorepadores que es troben en fase de desenvolupament 

etenen estimular la funció de diferents tipus de cèl·lules del teixit cerebral (incloent 

cèl·lules mare neurals, cèl·lules endotelials, astròcits, oligodendròcits i neurones), 

conduint a potenciar la neurogènesi endògena, l’angiogènesi, el creixement axona

sinaptogènesi, respectivament, en el teixit cerebral danyat (31). Es creu que potenciar 

aquests mecanismes de regeneració cel·lular pot contribuir a millorar la funció 

neurològica després de l’ictus. 
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La isquèmia cerebral activa vies complexes de dany cerebral, a les que el teixit 

cerebral respon estimulant els mecanismes de protecció i reparació (Adaptat de Dirnagl, 2012) 

estàtic com es pensava clàssicament. Avui dia sabem 

que diversos mecanismes de reparació s'activen en resposta a una lesió, incloent 

l'angiogènesi, la neurogènesi, la sinaptogènesi o l’oligodendrogènesi. El més important 

ció del cervell poden ser potencialment estimulats 

mitjançant la rehabilitació, farmacoteràpia o teràpia cel·lular. El principal avantatge en 

comparació amb la neuroprotecció és la finestra de temps terapèutica, que es pot 

o mesos després de la lesió inicial, augmentant així 

el nombre de pacients que es podrien beneficiar d’aquests tractaments (30). La major 

part de les teràpies neurorepadores que es troben en fase de desenvolupament 

etenen estimular la funció de diferents tipus de cèl·lules del teixit cerebral (incloent 

cèl·lules mare neurals, cèl·lules endotelials, astròcits, oligodendròcits i neurones), 

conduint a potenciar la neurogènesi endògena, l’angiogènesi, el creixement axonal i la 

. Es creu que potenciar 

aquests mecanismes de regeneració cel·lular pot contribuir a millorar la funció 
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1.3 Models animals d’isquèmia cerebral 

 

Com veurem, la major part del coneixement actual de la patologia cerebrovascular es 

deriva d’estudis experimentals que han ajudat a entendre millor els mecanismes 

fisiopatològics que contribueixen al desenvolupament d’aquesta malaltia. En el cas de 

l’ictus la necessitat d’aquests tipus de models és fonamental degut al caràcter agut de 

la malaltia i per la limitada accessibilitat al cervell humà. 

L’objectiu dels models experimentals és generar una situació similar a les condicions 

observades en la pràctica clínica. Permeten investigar la fisiopatologia d'una malaltia 

tan complexa com la isquèmia cerebral amb un enfocament reduccionista, que facilita 

l'estudi dels seus components clínics individuals. Per tant, un model ideal hauria de: 

- Reproduir la situació clínica: simular les condicions de la isquèmia cerebral 

humana i obtenir una lesió al parènquima cerebral similar a l'infart cerebral 

humà. 

- Ser reproduïble.  

- Tenir una baixa variabilitat, entre animals i investigadors, sobretot pel que fa a 

la mida i localització de la lesió.  

- Ser senzill de fer i no requerir excessius recursos tecnològics ni tenir un alt cost, 

per poder ser desenvolupat arreu del món. 

D'altra banda, els models animals han de permetre l’avaluació dels danys histològics i 

l’afectació funcional, així com oferir la possibilitat de realitzar la reperfusió del vas 

oclòs després de la fase d'isquèmia. En general, els principals problemes de tots els 

models d'isquèmia cerebral són la seva alta variabilitat entre individus i la seva elevada 

mortalitat que dificulten la realització d’estudis a llarg termini (32).  

Existeixen dos tipus bàsics d’isquèmia cerebral que també classifiquen els models 

animals: la global, que afecta tot el cervell i la focal, que afecta un sol territori vascular.  

De cadascuna d’aquestes aproximacions s’han desenvolupat diferents models 

experimentals que es recullen a la Taula 4.   

 



 

 

Taula 4. Principals models d’isquèmia cerebral en rosegadors (Adaptat de Liu i McCullough, 

2011)(33). MCAO: oclusió de l’artèria cerebral mitja.

La isquèmia global acostuma a aparèixer després d’una parada cardíaca. Els models 

d’isquèmia global es basen en la parada cardíaca o en l’oclusió de les grans artèries 

que irriguen l’encèfal. Existeixen diferents models per a induir la isquèmia global, que 

produeixen l’afectació de l’hipocamp, el caudoputamen i el neocòrtex. Els més 

utilitzats són el mètode d’oclusió dels 4 vasos, que consisteix en un oclusió de les 

artèries caròtides comunes i vertebrals, o el mètode d’oclusió de 2 vasos, on només 

s’oclouen les caròtides comunes 

d’ictus. 

Els models d’isquèmia focal reprodueixen millor els accidents cerebrovasculars 

humans, ja que la major part dels ictus isquèmics es deuen a tromboembolismes 

intracranials (gairebé el 80%). La majoria d’aquests models es centren en l’o

l’artèria cerebral mitja (ACM) per diferents mètodes i aproximacions: l'oclusió 

mecànica tant  a nivell proximal (oclusió de gran vas) com a nivell distal (oclusió de 

petit vas) per introducció d’un filament, lligament, clip o electrocoagulació, 

trombòtica ja sigui a través de la injecció de coàguls sanguinis, trombina o endotelina

directament a la ACM, o per foto

Rosa de Bengala que indueix la formació d’un trombus 

d’isquèmia cerebral en rosegadors (Adaptat de Liu i McCullough, 

. MCAO: oclusió de l’artèria cerebral mitja. 

La isquèmia global acostuma a aparèixer després d’una parada cardíaca. Els models 

basen en la parada cardíaca o en l’oclusió de les grans artèries 

que irriguen l’encèfal. Existeixen diferents models per a induir la isquèmia global, que 

produeixen l’afectació de l’hipocamp, el caudoputamen i el neocòrtex. Els més 

d’oclusió dels 4 vasos, que consisteix en un oclusió de les 

artèries caròtides comunes i vertebrals, o el mètode d’oclusió de 2 vasos, on només 

s’oclouen les caròtides comunes (34). Actualment són poc utilitzats 

Els models d’isquèmia focal reprodueixen millor els accidents cerebrovasculars 

humans, ja que la major part dels ictus isquèmics es deuen a tromboembolismes 

intracranials (gairebé el 80%). La majoria d’aquests models es centren en l’o

l’artèria cerebral mitja (ACM) per diferents mètodes i aproximacions: l'oclusió 

mecànica tant  a nivell proximal (oclusió de gran vas) com a nivell distal (oclusió de 

petit vas) per introducció d’un filament, lligament, clip o electrocoagulació, 

trombòtica ja sigui a través de la injecció de coàguls sanguinis, trombina o endotelina

directament a la ACM, o per foto-trombosi local després de la injecció intravenosa de 

Rosa de Bengala que indueix la formació d’un trombus (34). Es poden classificar en 
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d’isquèmia cerebral en rosegadors (Adaptat de Liu i McCullough, 

La isquèmia global acostuma a aparèixer després d’una parada cardíaca. Els models 

basen en la parada cardíaca o en l’oclusió de les grans artèries 

que irriguen l’encèfal. Existeixen diferents models per a induir la isquèmia global, que 

produeixen l’afectació de l’hipocamp, el caudoputamen i el neocòrtex. Els més 

d’oclusió dels 4 vasos, que consisteix en un oclusió de les 

artèries caròtides comunes i vertebrals, o el mètode d’oclusió de 2 vasos, on només 

. Actualment són poc utilitzats com a models 

Els models d’isquèmia focal reprodueixen millor els accidents cerebrovasculars 

humans, ja que la major part dels ictus isquèmics es deuen a tromboembolismes 

intracranials (gairebé el 80%). La majoria d’aquests models es centren en l’oclusió de 

l’artèria cerebral mitja (ACM) per diferents mètodes i aproximacions: l'oclusió 

mecànica tant  a nivell proximal (oclusió de gran vas) com a nivell distal (oclusió de 

petit vas) per introducció d’un filament, lligament, clip o electrocoagulació, l'oclusió 

trombòtica ja sigui a través de la injecció de coàguls sanguinis, trombina o endotelina-1 

trombosi local després de la injecció intravenosa de 

. Es poden classificar en 
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models transitoris o permanents depenent de si es permet o no la reperfusió del teixit 

isquèmic. El dany isquèmic generat en models d’isquèmia focal depèn del temps de la 

isquèmia, el lloc on es realitzi l’oclusió, així com d’altres factors com són el sexe, 

l’espècie i la soca de l’animal, la temperatura corporal o la pressió arterial. En general 

aquests models són més complexos quirúrgicament que els models d’isquèmia global i 

la mortalitat és més alta ja que és més fàcil l’aparició de complicacions durant la 

cirurgia, especialment en els models que afecten els nuclis caudat i putamen (33,35).  

L’elecció del model experimental a utilitzar dependrà de l’objectiu de cada estudi i ha 

de tenir en compte totes les variables esmentades anteriorment. Principalment cal 

tenir present el procés fisiopatològic que es vol estudiar (per exemple si estem 

interessats en el dany de la reperfusió, els mecanismes de neuroreparació, aparició de 

transformacions hemorràgiques, etc.) i la reproductibilitat de les variables de cada 

model. Caldrà tenir en compte l’àrea cerebral afectada, la recuperació de l’animal i la 

mortalitat si volem fer estudis a llarg termini o l’existència de reperfusió si volem 

administrar fàrmacs que arribin a l’àrea infartada (36). En el cas de l’estudi de 

tractaments neuroprotectors serà necessari que el model desenvolupi aquells 

processos sobre els que actua la neuroprotecció. Per exemple si estem interessats en 

la reducció de l’edema o hemorràgia després del tractament trombolític, haurem de 

triar un model tromboembòlic. D’altra banda, si estem interessats en els processos de 

reparació ens caldrà un model amb dany tissular que deixi una zona peri-infart molt 

definida i una baixa mortalitat a llarg termini com podria ser una oclusió distal de 

l’artèria cerebral mitja (35,37).  

  



 

 

1.4 Processos de reparació: neurogènesi i angiogènesi 

 

Els diferents tipus cel·lulars que formen part del parènquima cerebral formen una 

complexa xarxa d’interaccions, formada per les cèl·lules dels vasos cerebrals (cèl·lules 

endotelials i perícits), astròcits, 

com la micròglia i els oligodendròcits. Aquest complex multicel·lular funcional i 

estructural s’anomena Unitat Neurovascular 

que fonamenten la visió unitària del complex multicel·lular serien que 

a) L’ictus isquèmic és un trastorn vascular amb conseqüències neurològiques.

b) Els tractaments enfocats 

en neuroprotegir el cervell en assaigs clínics.

c) S’ha demostrat la comunicació entre neurones i cèl·lules endotelials, via 

astròcits. 

d) Les respostes neuronals i vasculars a la isquèmia focal es produeixen 

simultàniament. 

 

cessos de reparació: neurogènesi i angiogènesi  

Els diferents tipus cel·lulars que formen part del parènquima cerebral formen una 

complexa xarxa d’interaccions, formada per les cèl·lules dels vasos cerebrals (cèl·lules 

endotelials i perícits), astròcits, neurones i els seus axons i altres cèl·lules de suport, 

com la micròglia i els oligodendròcits. Aquest complex multicel·lular funcional i 

estructural s’anomena Unitat Neurovascular (38,39) (Figura 5). Les bases empíriques 

que fonamenten la visió unitària del complex multicel·lular serien que (38)

L’ictus isquèmic és un trastorn vascular amb conseqüències neurològiques.

Els tractaments enfocats exclusivament a les neurones han estat poc efectius 

en neuroprotegir el cervell en assaigs clínics. 

S’ha demostrat la comunicació entre neurones i cèl·lules endotelials, via 

Les respostes neuronals i vasculars a la isquèmia focal es produeixen 

 

 

Figura 5. La Unitat Neurovascular. El 

complex comprèn les neurones, els 

microvasos en, les cèl·lules de suport i la 

matriu extracel·lular a través de la qual es 

produeix la comunicació. Els vasos 

cerebrals estan formats per l’endoteli 

(que forma la BHE), la làmina basal i els 

peus dels astròcits. La comunicació entre 

les neurones i els microvasos té lloc a 

través dels astròcits. La micròglia i els 

perícits també participen en la unitat. 

(Adaptat de del Zoppo, 2006)
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Els diferents tipus cel·lulars que formen part del parènquima cerebral formen una 

complexa xarxa d’interaccions, formada per les cèl·lules dels vasos cerebrals (cèl·lules 

neurones i els seus axons i altres cèl·lules de suport, 

com la micròglia i els oligodendròcits. Aquest complex multicel·lular funcional i 

). Les bases empíriques 

(38) : 

L’ictus isquèmic és un trastorn vascular amb conseqüències neurològiques. 

exclusivament a les neurones han estat poc efectius 

S’ha demostrat la comunicació entre neurones i cèl·lules endotelials, via 

Les respostes neuronals i vasculars a la isquèmia focal es produeixen 

La Unitat Neurovascular. El 

complex comprèn les neurones, els 

microvasos en, les cèl·lules de suport i la 

matriu extracel·lular a través de la qual es 

produeix la comunicació. Els vasos 

cerebrals estan formats per l’endoteli 

e forma la BHE), la làmina basal i els 

peus dels astròcits. La comunicació entre 

les neurones i els microvasos té lloc a 

través dels astròcits. La micròglia i els 

perícits també participen en la unitat. 

(Adaptat de del Zoppo, 2006)(40)  
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La isquèmia cerebral afecta les cèl·lules que formen la Unitat Neurovascular que veuen 

alterades les seves funcions fisiològiques, però també desencadena una resposta 

regenerativa, potenciant els processos de reparació com la neurogènesi i l’angiogènesi 

que es descriuen a continuació(41). 

La neurogènesi es defineix com la producció de les cèl·lules del sistema nerviós, per 

tant les neurones i la micròglia, a partir de les cèl·lules mare i progenitores neurals. En 

aquest sentit, un dels avenços més importants de finals del segle XX en el camp de la 

neurociència va ser la constatació d’àrees de neurogènesi en els cervells dels mamífers 

adults, localitzades en la zona subventricular i la zona subgranular (en la circumvolució 

dentada de l’hipocamp) de l’encèfal (42). En condicions normals des d’aquestes àrees 

els neuroblasts migren cap als bulbs olfactoris i l’hipocamp. En estudis experimentals, 

s’ha demostrat que després de la isquèmia focal es produeix un increment de la 

neurogènesi en la zona subventricular de l’hemisferi ipsilateral (l’hemisferi afectat per 

la isquèmia) i també una migració dels neuroblasts des d’aquesta àrea cap a la 

perifèria de l’infart. En aquesta zona els neuroblasts adquireixen fenotip de neurones 

madures (43,44). Aquesta activació de la neurogènesi en la zona subventricular 

després de la isquèmia també té lloc en els humans adults (45,46).   

D’altre banda, en la reparació del cervell amb dany isquèmic, conjuntament amb la 

neurogènesi i els processos de plasticitat neural, també hi tenen lloc processos de 

plasticitat i remodelació vascular en que hi participen l’angiogènesi i la vasculogènesi 

(47).  

L’angiogènesi és el procés mitjançant el qual es produeixen nous vasos sanguinis a 

partir d’altres ja existents. És un procés àmpliament regulat que es produeix tant en 

condicions fisiològiques com patològiques. L’angiogènesi té lloc principalment en dues 

fases: activació i maduració. En la primera es produeix un increment de la 

permeabilitat vascular, una remodelació de la matriu extracel·lular i una proliferació i 

migració de les cèl·lules endotelials. Durant la fase de maduració s’inhibeix la 

proliferació de les cèl·lules endotelials i té lloc la reconstrucció de la làmina basal i el 

reclutament de perícits i cèl·lules musculars llises per crear l’estructura del vas sanguini 

i poder restablir el flux sanguini (48,49). 



1. Introducció 

 

 
17 

Un fenomen similar però d’origen diferent és la vasculogènesi, el procés de formació 

de vasos sanguinis de novo. En l’embrió aquest procés suposa la creació de nous vasos 

sanguinis a partir dels precursors endotelials, però la identificació de les cèl·lules 

progenitores endotelials (EPCs, de l’anglès Endothelial Progenitor Cells) en l’adult va 

demostrar l’existència de la vasculogènesi en l’adult més enllà de la fase embrionària 

(50,51). Les EPCs també contribueixen al desenvolupament dels vasos sanguinis 

col·laterals mitjançant l’increment del calibre i mida de les connexions arteriolars, 

procés conegut com arteriogènesi (52). 

Estudis en rosegadors amb models d’oclusió permanent o transitòria de l’artèria 

cerebral mitja (ACM) han demostrat que les cèl·lules endotelials del peri-infart 

comencen a proliferar a les 12-24h posteriors a la oclusió i que aproximadament entre 

2 i 28 dies després de la isquèmia cerebral ja trobem nous vasos en aquesta regió 

(53,54). En els humans, l’angiogènesi s’inicia en l’àrea del peri-infart del cervell 

isquèmic 3-4 dies després de l’ictus (55). Resultats obtinguts en models experimentals, 

mostren que la potenciació de l’angiogènesi molt aviat després de la isquèmia amb 

l’administració de factors de creixement com el factor de creixement de l’endoteli 

vascular (VEGF), provoca un increment de la permeabilitat vascular i el trencament de 

la BHE (56). En canvi el tractament més tardà augmenta l’angiogènesi en el peri-infart i 

millora la recuperació neurològica (56-58). D’altres estudis demostren un increment en 

l’expressió de factors inhibidors de l’angiogènesi com l’endostatina i la 

trombospondina-1 i -2 (TSP-1 i TSP-2) durant la fase aguda de l’ictus (59-61). Les TSP-1 

i -2, d’altra banda, estan relacionades amb la plasticitat sinàptica i la seva deficiència 

provoca un empitjorament en la recuperació funcional dels animals isquèmics, sense 

afectar per això l’angiogènesi (62). Per tant, els estudis publicats fins al moment 

mostren que es produeix una activació tant dels promotors com dels inhibidors de 

l’angiogènesi després de la isquèmia cerebral. 

Després de l’ictus i del dany cerebral, els processos angiogènics i neurogènics derivats 

estan estretament relacionats (63). El “nínxol neurovascular” defineix aquests 

complexos mecanismes de senyalització cèl·lula-cèl·lula entre els precursors neuronals 

de les zones subventricular i subgranular i l’endoteli cerebral, que també es mantenen 

després de l’isquèmia. Els neuroblasts provinents de la zona subventricular migren 



1. Introducció 

 
18 

estretament associats als vasos sanguinis cap a la perifèria de l’infart on té lloc 

l’angiogènesi (47). En models animals s’ha demostrat que en aquestes àrees 

s’expressen factors de creixement com el factor derivat de cèl·lules estromals 1 (SDF-1) 

o l’angiopoietina 1 (Ang-1) que actuen directament sobre receptors neurals (CXCR4 i 

Tie2, respectivament), provocant la migració dels neuroblasts a les zones perifèriques 

a l’infart. A més, la inhibició farmacològica de l’angiogènesi amb endostatina redueix 

dràsticament la migració dels neuroblasts cap al peri-infart (64,65).  
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1.5 Teràpies per a la potenciació de l’angiogènesi en l’ictus 

 

D’entre els processos de reparació que hem comentat l’angiogènesi té un paper 

central en la regeneració tissular. De manera directa permet l’arribada de la sang, i per 

tant oxigen i nutrients, al teixit afectat però, a més, també actua de forma indirecta 

proporcionant una xarxa de suport per a la migració de cèl·lules progenitores i 

enriquint la matriu extracel·lular amb factors de creixement a través de la seva 

secreció per les noves cèl·lules endotelials (48).  

1.5.1 Teràpies basades en cèl·lules 

Després d’un ictus la pèrdua cel·lular és molt elevada. Això suposa un repte per a les 

teràpies cel·lulars en comparació amb d’altres malalties on aquesta pèrdua pugui ser 

menor o més restringida en quant als tipus cel·lulars afectats. No només les neurones, 

sinó també les cèl·lules glials de suport i els vasos sanguinis necessiten ser reparats o la 

seva funció substituïda. A més, l’edema pot limitar l’empelt de les noves cèl·lules, 

mentre que l’ambient tissular hostil (estrès oxidatiu, inflamació, etc)pot posar-ne en 

perill la supervivència en els primers moments després de l’ictus. Així doncs, 

l’aproximació més raonable sembla ser el trasplantament de les cèl·lules en moments 

més posteriors passada la fase hiperaguda de la malaltia, evitant la neurodegeneració 

secundària i potenciant els mecanismes de reparació cerebrals (31,66).  

Les cèl·lules mare existents que han demostrat un potencial reparador desprès de la 

isquèmia cerebral tenen una gran diversitat d’orígens i funcions (Taula 1) i el seu 

potencial terapèutic s’ha estudiat en models experimentals com a promotores de 

l’angiogènesi (67). Els nous vasos i capil·lars que es formen, a banda del propi benefici 

de millorar la perfusió del teixit, poden produir factors que estimulen la remodelació 

del teixit cerebral isquèmic de manera directa sobre les cèl·lules endotelials madures o 

indirecta a través de l’estimulació de la funció d’altres tipus cel·lulars (68-70). Per 

exemple, l’expressió de BNDF (factor neurotròfic derivat del cervell), VEGF, VEGFR2 i 

metal·loproteïnases de matriu (MMPs) s’ha associat a la remodelació del teixit cerebral 

danyat per la isquèmia, la formació de noves sinapsis i l’atracció dels neuroblasts en un 

model experimental en rosegadors (71).  
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Taula 1. Breu resum dels tipus de cèl·lules mare (Adaptat de Gutiérrez-Fernández et al. 

2012)(72).  

Abreviatura i 

nom en anglès 
Nom Descripció 

Estudis en 

models animals 

d’isquèmia 

cerebral 

ESC, Embryonic 

Stem Cells 

Cèl·lules mare 

embrionàries 

Cèl·lules mare pluripotents i amb capacitat 

d’autorenovació derivades de la massa 

cel·lular interna del blastocist 

Wei et al., 

2005(73); Nagai 

et al., 2010(74) 

IPS, Inducible 

Pluripotent 

Stem cells 

Cèl·lules mare 

pluripotents 

induïdes 

Cèl·lules somàtiques de l’adult derivades de 

teixits normals modificades mitjançant 

enginyeria genètica, que s'assemblen a les 

cèl·lules mare pluripotents i tenen potencial 

d'autorenovació i de diferenciació a 

diferents tipus cel·lulars. 

Jiang et al., 

2011(75); Yuan et 

al., 2013(76) 

NSC, Neural 

Stem cell 

Cèl·lules mare 

neurals 

Cèl·lules amb potencial d’autorenovació 

capaces de diferenciar-se en els tipus 

cel·lulars cerebrals neurals més rellevants 

(neurones, astròcits i oligodendròcits) 

Andres et al., 

2011(77); 

Takahashi et al., 

2008(78) 

BMSCs, Bone Marrow Stem Cells                Cèl·lules mare derivades de medul·la òssia 

  HSCs,    

Hematopoietic           

Stem Cells 

(CD34+) 

Cèl·lules mare 

hemopoètiques 

Poblacions heterogènies de cèl·lules 

multipotents capaces de diferenciar-se en 

tots els tipus de cèl·lules sanguínies (tant 

mieloide com limfoide) 

Keimpema et al., 

2009(79); Nystedt 

at al., 2006(80);  

Taguchi et al., 

2004(81) 

  EPCs, 

Endothelial 

Progenitor Cells 

(CD34+) 

Cèl·lules 

progenitores 

endotelials  

Cèl·lules sanguínies circulants capaces de 

diferenciar-se en cèl·lules endotelials i amb 

funcions angio-vasculogèniques. 

Fan et al., 

2010(82); 

Moubarik et al., 

2011(83)  

  MSC, Bone 

Marrow 

Mesenchymal 

Stem Cells 

(CD34-) 

Cèl·lules mare 

mesenquimals 

derivades de 

medul·la òssia 

Cèl·lules mare multipotents circulants en 

sang amb capacitat de diferenciació en 

diferents teixits i de reparació dels teixits 

danyat 

Li et al., 2001 

(84); Gutierrez-

Fernandez et al., 

2011(85); 

(72){{145 

Gutierrez-

Fernandez,M. 

2012}}(65) Yang 

et al., 2010 (86) 
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Algunes evidències experimentals van mostrar en un model murí d’oclusió de l’artèria 

cerebral mitja que el reclutament de cèl·lules procedents de medul·la òssia induïa la 

revascularització després de la lesió isquèmica i augmentava l’estabilització dels vasos 

sanguinis (87). A més, l'administració sistèmica de cèl·lules CD34+, derivades de sang 

del cordó umbilical humà, a ratolins immunocompromesos i sotmesos a 48h 

d’isquèmia cerebral, estimulava l'angiogènesi potenciant la neovascularització al 

voltant del còrtex afectat (81). Les EPCs, que descriurem en profunditat més endavant, 

són un dels tipus cel·lulars compresos en la població de cèl·lules CD34+. Aquestes 

cèl·lules també  han demostrat recentment la seva efectivitat potenciant l’angiogènesi, 

reduint el volum de l’infart i millorant el dèficit neurològic en models d’isquèmia 

cerebral en rata i ratolí (82,83).  

Un altre dels tipus cel·lulars estudiats han estat les cèl·lules mare neurals. La seva 

administració ha demostrat potenciar la neurogènesi, la gliogènesi i l’activitat 

dendrítica en el cervell isquèmic (77). Les cèl·lules mare neurals també estan 

indirectament relacionades amb l’angiogènesi. En aquest sentit s’ha descrit que el 

trasplantament de cèl·lules mononuclears de la medul·la òssia, després de la isquèmia, 

activa la proliferació de les cèl·lules mare neurals endògenes, i aquest procés 

s’acompanya amb un increment de l’angiogènesi (88).  

Més recentment, s’ha començat a treballar amb les cèl·lules mare pluripotents 

induïdes (iPS).  Les iPS són cèl·lules madures que són reprogramades per esdevenir 

pluripotents, i per tant capaces de desenvolupar-se en tots els teixits del cos. En 

provenir de l’adult, les iPS són cèl·lules mare lliures de conflictes ètics i també s’han 

estudiat en la isquèmia cerebral. Després de la seva administració en l’animal 

isquèmic, les cèl·lules es diferencien en neurones i astròcits i produeixen una millora 

funcional en els animals tractats (75,76). Malgrat els resultats prometedors, cal anar en 

compte amb les cèl·lules mare pluripotents induïdes, ja que alguns estudis han mostrat 

que les cèl·lules no diferenciades poden desenvolupar tumors en determinades 

condicions (89,90). Finalment, una de les cèl·lules més estudiades són les cèl·lules 

mare mesenquimals derivades de la medul·la òssia. Avui dia ja s’ha demostrat que 

l’administració de les cèl·lules mare mesenquimals en animals isquèmics redueix el 



1. Introducció 

 
22 

dèficit neurològic, potencia l’angiogènesi, i són capaces de diferenciar-se en astròcits i 

neurones (84,86).  

Així doncs, totes aquestes cèl·lules constitueixen teràpies prometedores per l’ictus, de 

fet, algunes poblacions cel·lulars CD34+, cèl·lules mare mesenquimals o EPCs es troben 

ja en les primeres fases d’assaigs clínics en humans (91); www.clinicaltrials.gov.    

1.5.2 Factors promotors de l’angiogènesi 

Una alternativa a la teràpia cel·lular són les teràpies basades en l’administració directa 

de factors pro-angiogènics que s’expressen de forma endògena en el teixit nerviós i 

que són secretats per diferents tipus cel·lulars. Aquestes teràpies tenen l’avantatge 

d’evitar les possible reaccions immunològiques a un trasplantament cel·lular, així com 

evitar la possible limitació en el nombre de cèl·lules que es poden administrar.  

Un dels factors promotors de l’angiogènesi més estudiat és el VEGF. L’administració 

directa de VEGF en models murins d’isquèmia cerebral s’ha utilitzat com a 

neuroprotector, reduint el volum de l’infart, i com a agent neuroreparador estimulant 

l’angiogènesi (58,92,93). Malgrat els nombrosos estudis mostrant resultats 

prometedors del VEGF també s’ha evidenciat que el seu efecte sobre la permeabilitat 

vascular pot conduir a l’obertura BHE, incrementar l’edema cerebral o la vasodilatació 

(94). D’altra banda, la transferència del gen del factor de creixement dels hepatòcits 

(HGF) en un model en rata, va demostrar una reducció del volum d’infart i va potenciar 

l’angiogènesi a nivell local sense afectar l’estabilitat de la BHE (95).  L’administració 

després de la isquèmia d’altres factors pro-angiogènics com la leptina o el factor de 

creixement de fibroblasts-2 (FGF-2) també ha demostrat produir un increment de 

l’angiogènesi en models murins (96,97). A més, l’administració intracerebral de SDF-1 

en rates isquèmiques va disminuir el volum de l’infart, s’incrementà la densitat 

vascular i va produir una atracció de cèl·lules provinent de la medul·la òssia al teixit 

danyat (98). 

D’altres factors de creixement, incloent el G-CSF i l'eritropoetina (EPO), han estat 

estudiats també pel seu potencial neuroreparador però la limitació de la dosi, degut a 

la seva toxicitat, han frenat el seu desenvolupament com a teràpies per l’ictus (99). En 

aquest sentit, un assaig clínic multicèntric de 328 pacients amb ictus tractats amb G-
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CSF o placebo no va aconseguir mostrar un benefici en el tractament als 90 dies (100). 

D’altra banda l’EPO ha demostrat estimular l'angiogènesi, la neurogènesi i la 

recuperació funcional després de la isquèmia en rates sotmeses a isquèmia cerebral 

relacionat amb un augment de l’expressió de VEGF i del BDNF al cervell (101). Els 

assaigs clínics amb EPO es van aturar en produir-se un augment de les hemorràgies i la 

mortalitat en els pacients d’ictus que van rebre la combinació d'EPO i rt-PA (102).  

Una aproximació terapèutica interessant és la combinació de diferents factors de 

creixement. Per exemple, la combinació de VEGF i Ang-1 va demostrar ser més efectiva 

en la reducció del volum de la lesió així com en l’estimulació de l’angiogènesi, en 

ratolins isquèmics, que el tractament amb només VEGF (103). En aquest sentit, 

diferents estudis semblen indicar que l’efecte paracrí de les cèl·lules mare i 

progenitores té un rol fonamental en els processos de reparació tissular i que el 

tractament amb el medi condicionat obtingut d’aquestes cèl·lules, ric en els factors de 

creixement secretats seria una estratègia terapèutica prometedora (104,105). L’ús del 

medi condicionat de cèl·lules mare o progenitores com a teràpia regenerativa ja ha 

donat resultat positius en estudis experimentals en d’altres patologies. Per exemple, el 

tractament amb medi condicionat obtingut de cèl·lules mare mesenquimals o de 

cèl·lules mare derivades de teixit adipós van millorar la cicatrització de ferides de la 

pell (106). A més, el medi condicionat d’EPCs va demostrar en un model d’isquèmia 

perifèrica en rata estimular la neovascularització, mostrant resultant tant efectius com 

la teràpia cel·lular (107). En l’ictus no és un camp tan explorat, però recentment també 

s’han reportat resultats prometedors. La infusió de medi condicionat de cèl·lules mare 

humanes derivades de teixit adipós en rates sotmeses a un model d’isquèmia cerebral 

va induir una recuperació funcional i estructural, com a conseqüència d’una major 

neovascularització, una reducció de l’apoptosi de les cèl·lules neurals i una menor 

astrogliosi  (108). 
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1.6 Les cèl·lules progenitores endotelials (EPCs) 

 

1.6.1 Definició 

Les EPCs són cèl·lules mare derivades del moll de l’os i d’origen hematopoètic presents 

en individus adults, amb capacitat per diferenciar-se a cèl·lula endotelial madura i de 

formar nous vasos sanguinis totalment funcionals (51). El descobriment per Asahara 

d’aquestes EPCs en sang perifèrica en humans el 1997 va canviar completament la 

nostra comprensió sobre la formació de nous vasos sanguinis després del dany 

vascular en l’adult. Fins aleshores es creia que els processos d’angiogènesi (producció 

de nous vasos sanguinis a partir d’altres ja existents) i arteriogènesi eren els únics 

responsables de la neovascularització en l’individu adult, i en canvi, la vasculogènesi 

(procés de formació de vasos sanguinis de novo) es considerava que es donava només 

durant la fase embrionària. Asahara i els seus col·laboradors van demostrar per primer 

cop que un subtipus de cèl·lules mononuclears sanguínies positives per CD34 i VEGFR-

2 i cultivades sobre fibronectina tenien la capacitat de formar estructures similars a 

tubs in vitro i podien incorporar-se als capil·lars de les regions isquèmiques en un 

model animal d’isquèmia perifèrica (51). Aquestes cèl·lules són les anomenades EPCs, 

que després d’una lesió tissular es mobilitzen des de la medul·la òssia cap al torrent 

sanguini i poden migrar fins al lloc de la lesió vascular (on es diferencien en cèl·lules 

endotelials) per induir la neovascularització o reparació endotelial.  

Es creu que les EPCs posseeixen característiques funcionals i estructurals de cèl·lules 

mare (com la capacitat clonogènica), així com de cèl·lules endotelials madures 

(capacitat de formar estructures vasculars). Urbich i Dimmeler han definit 

posteriorment les EPCs com a cèl·lules no endotelials que mostren característiques i 

capacitat clonogènica de cèl·lules mare i que posseeixen la capacitat de diferenciar-se 

a cèl·lules endotelials (109). A dia d’avui no s’ha identificat un únic marcador que 

identifiqui aquestes cèl·lules així que la definició fenotípica majoritàriament acceptada 

és la coexpressió dels marcadors de superfície CD34 i VEGFR-2 (també anomenat 

receptor del domini d'inserció de quinasa, KDR) que pot incloure el marcador CD133 

(110).  El CD133 incrementaria l’especificitat ja que no és expressat per les cèl·lules 

endotelials madures al contrari del CD34, que podria trobar-se en algunes d’elles, però 
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també hi ha estudis que han mostrat que el CD133 definiria una població d’EPCs més 

immadura i que no sempre esdevindrien cèl·lules endotelials madures (111).  Hi ha 

altres marcadors de superfície que han estat descrits per definir subpoblacions d'EPC 

com el factor de von Willebrand (vWF), CD31 (molècula d'adhesió cel·lular endotelial 

de plaquetes), CD62E (E-selectina), CD144 (VE-cadherina) i el CXCR-4 (112). La 

coexpressió d’aquests marcadors caracteritza un subtipus específic de cèl·lules 

progenitores en una etapa de maduració específica, per tant la seva expressió no és 

sempre estable. Per exemple, l'expressió de CD34, el primer marcador descrit per 

definir les  EPCs, disminueix amb el temps a mesura que es diferencien cap a cèl·lules 

endotelials (51). L’heterogeneïtat d’aquesta població fa que encara no tinguem un únic 

marcador per definir-la, i que per tant, la combinació de marcadors hematopoètics, 

endotelials i progenitors hagi estat i segueixi sent l’estratègia més utilitzada tot i que 

sense un consens a dia d’avui. 

Actualment, està creixent la idea que hi ha diferents tipus de cèl·lules circulants  en 

sang que participen en el procés de formació de nous vasos sanguinis i la reparació 

vascular. Aquest fet genera controvèrsia sobre si qualsevol cèl·lula que participa en 

processos de neovascularització i mostra característiques de llinatge hemopoètic ha de 

ser considerada una veritable EPC (en anglès true EPC), o en canvi, es reserva el terme 

EPC per les cèl·lules progenitores de llinatge endotelial. Yoder proposa que una EPC 

s’hauria de definir amb les següents propietats fonamentals (113): 

- Una cèl·lula circulant que dóna lloc a una progènie amb potencial prolífic clonal 

i una diferenciació restringida al llinatge endotelial. 

- Capacitat per formar tubs similars a capil·lars in vitro.  

- Capacitat de formar vasos sanguinis estables que es converteixin en una part 

integrada del sistema circulatori d'acollida quan s'implanten en teixits.  

- Capacitat per formar i remodelar la capa íntima de les estructures arterials, 

venoses i capil·lars.  

Trobar un marcador de superfície cel·lular únic que permeti la identificació i l'aïllament 

de les cèl·lules que presenten aquestes propietats permetrà aclarir sense dubtes la 
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identitat de les EPCs i definir millor les diferents subpoblacions amb les que es treballa 

en la actualitat. 

1.6.2 Cultiu de les EPCs 

A partir dels marcadors de superfície descrits 

la resta de cèl·lules mononuclears per citometria de flux. En el cas dels cultius 

cel·lulars, distingim les EPCs perquè són les cèl·lules que s’adheriran a la base de 

fibronectina tal com va definir inicialment Asahara i que creixeran en medis específics 

per a la supervivència de cèl

A partir de les seves característiques en cultiu 

en dos subtipus que comprenen dues poblacions cel·lulars diferents morfològica

funcionalment: les early-EPCs

les late-EPCs, també conegudes com 

endothelial colony-forming cells

als 5-7 dies, i tenen una morfologia fusiforme (en anglès 

les OECs apareixen a partir de les dues setmanes de cultiu formant una m

cel·lular clonogènica de tipus llamborda (en anglès 

dels cultius en fibronectina, en la actualitat diversos autors descriuen l’aïllament 

d’EPCs en bases de col·lagen, on després 

mononuclears de la sang s’obtenen ECFCs 

 

Figura 6. Mètode de cultiu de les EPCs: 

Les cèl·lules mononuclears són aïllades de 

la sang perifèrica o de la melsa (en 

ratolins) per gradient de densitat amb 

Ficoll i sembrades en plaques 

precotinades amb fibronectina. Les 

primeres cèl·lules que apareixen en cultiu

són les anomenades early EPCs o CACs. 

Posteriorment, en alguns cultius, 

apareixen colònies de OECs

capacitat clonogènica.  

 

definir millor les diferents subpoblacions amb les que es treballa 

A partir dels marcadors de superfície descrits anteriorment les EPCs es poden aïllar de 

la resta de cèl·lules mononuclears per citometria de flux. En el cas dels cultius 

cel·lulars, distingim les EPCs perquè són les cèl·lules que s’adheriran a la base de 

finir inicialment Asahara i que creixeran en medis específics 

per a la supervivència de cèl·lules endotelials (51).  

A partir de les seves característiques en cultiu en fibronectina les EPCs 

comprenen dues poblacions cel·lulars diferents morfològica

EPCs, també anomenades circulating angiogenic cells

també conegudes com late outgrowth endothelial cells 

forming cells (ECFCs). Les early-EPC apareixen més aviat en el cultiu, 

i tenen una morfologia fusiforme (en anglès spindle-shape

apareixen a partir de les dues setmanes de cultiu formant una m

cel·lular clonogènica de tipus llamborda (en anglès cobblestone)(114) (

dels cultius en fibronectina, en la actualitat diversos autors descriuen l’aïllament 

d’EPCs en bases de col·lagen, on després d’uns 14 dies de cultiu de les cèl·lules 

mononuclears de la sang s’obtenen ECFCs (111,115).  

Mètode de cultiu de les EPCs: 

Les cèl·lules mononuclears són aïllades de 

la sang perifèrica o de la melsa (en 

ratolins) per gradient de densitat amb 

Ficoll i sembrades en plaques 

precotinades amb fibronectina. Les 

primeres cèl·lules que apareixen en cultiu 

EPCs o CACs. 

Posteriorment, en alguns cultius, 

apareixen colònies de OECs amb 

definir millor les diferents subpoblacions amb les que es treballa 

les EPCs es poden aïllar de 

la resta de cèl·lules mononuclears per citometria de flux. En el cas dels cultius 

cel·lulars, distingim les EPCs perquè són les cèl·lules que s’adheriran a la base de 

finir inicialment Asahara i que creixeran en medis específics 

 es poden dividir 

comprenen dues poblacions cel·lulars diferents morfològicament i 

circulating angiogenic cells (CACs i 

late outgrowth endothelial cells (OECs) o 

apareixen més aviat en el cultiu, 

shape), mentre que 

apareixen a partir de les dues setmanes de cultiu formant una monocapa 

(Figura 6). A més 

dels cultius en fibronectina, en la actualitat diversos autors descriuen l’aïllament 

d’uns 14 dies de cultiu de les cèl·lules 
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A més, les OECs són les úniques amb potencial per formar estructures vasculars de 

novo (tubulogènesi in vitro). Tot i que les early-EPCs no tenen capacitat tubulogènica, 

secreten factors de creixement que estimulen aquesta capacitat i poden incorporar-se 

a estructures vasculars existents (Taula 2) (114,116,117).  

Taula 2. Característiques principals de les dues poblacions d’EPCs identificades. (Adaptat de 

Yoon et al., 2005 i Navarro et al., 2007)(117,118)  

 Early EPC OECs 

Creixement in vitro Aparició primerenca 
Creixement tardà 

Marcadors de 
superfície 

CD34, VEGFR-2, CD14, CD133, 
Dil-actLDL, UEA1-lectin 

vWF, CD31, VEGFR-2, Dil-actLDL, 

UEA1-lectin 

Formació de túbuls No Sí 

Capacitat clonogènica 
Baixa Alta 

Secreció de citocines 
(VEGF, IL-8, HGF, G-CSF) 

Nivells alts  Nivells baixos 

Producció d’Òxid Nítric Nivells baixos Nivells alts 

Tipus de població Heterogènia 
Homogènia 

Potencial angio-
vasculogènic 

Bo Bo 

Dil-actLDL: acetylated low-density lipoprotein; IL-8: interleuquina-8; UEA1-lectin: ulex 

europaues aglutinin 1-lectin. 

 

1.6.3 Reclutament i mobilització de les EPCs 

L'alliberament de les EPCs des de la medul·la òssia està regulat per l’acció d’una 

varietat de factors de creixement, enzims, lligants i receptors de la superfície. Alguns 

dels factors que activen la mobilització de les EPCs en resposta a una isquèmia 

perifèrica o un ictus isquèmic són el factor induïble per hipòxia 1α (HIF-1α), el VEGF, el 

SDF-1 o l’EPO (110).  

D’altres autors han descrit que dins la medul·la òssia diferents proteases com les 

elastases, la catepsina G i la metal·loproteïnasa de matriu 9 (MMP-9) trenquen els 

enllaços entre les EPCs i les cèl·lules estromals provocant l’alliberació i la migració de 

les EPCs a la circulació perifèrica (119,120). Posteriorment, les EPCs migren cap al teixit 
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afectat, com pot ser l’àrea del peri-infart, atretes per gradients de citocines. Allà 

actuen de forma paracrina estimulant la proliferació de cèl·lules endotelials i la seva 

estabilització o es diferencien en cèl·lules endotelials madures participant en la 

formació de nous vasos (120,121).  

Fins ara, no s’ha identificat de forma clara quan una cèl·lula progenitora endotelial es 

pot considerar una cèl·lula endotelial madura totalment diferenciada. Una possibilitat 

podria ser la pèrdua de l’expressió de CD133 i una expressió paral·lela o subsegüent 

del factor de von Willebrand conjuntament amb l'aparició d'altres característiques 

endotelials. S’especula si el punt de partida d'aquest procés de diferenciació podria ser 

la migració de les EPCs des de la medul·la òssia a la circulació sistèmica. El procés es 

completaria després de l’adhesió i inserció en la monocapa de cèl·lules endotelials 

madures (122).  

1.6.4 Les EPCs com a marcador de risc en l’ictus 

A banda de com a teràpia promotora de l’angiogènesi després d’un ictus isquèmic, les 

EPCs (en diferents subtipus) també han estat estudiades també com a possible 

biomarcador en les malalties cardiovasculars ja que els seus nivells i funció   podrien 

ser marcadors de la funció vascular o del risc de patir algun esdeveniment 

cardiovascular. Per aquest motiu han estat analitzades en diversos estudis 

observacionals en pacients d’ictus isquèmic, en algun estudi també s’inclouen malalts 

d’AIT, per avaluar el seu impacte com a factor diagnòstic pronòstic (Taula 3). 
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Taula 3. Estudis observacionals que analitzen el paper de les EPCs després de l’ictus isquèmic. 

Estudi Població  
Mètode d’estudi/ 

Marcadors EPCs 
Resultats 

Taguchi et al., 
2004(123) 

Pacients d’ictus  Citometria de flux  
CD34, CD133 

Correlació positiva de cèl·lules CD34+ 

amb flux sanguini cerebral, més CD133+ 

en pacients amb menys nº d’infarts 

Ghani et al., 
2005(124) 

Pacients d’ictus 
(agut i crònic) 

Cultiu (recompte de CFU)  
CD31, vWF 

Nivells inferiors en pacients d’ictus (agut i 

crònic) vs controls 

Sobrino et al., 
2007(125) 

Pacients d’ictus  Cultiu (recompte de CFU) Major nombre de CFUs correlaciona amb 

bon pronòstic funcional  

Yip et al., 
2008(126) 

Pacients d’ictus 
i controls 

Citometria de flux  
CD31, CD34, VEGFR-2, 

CD62 

Nivells alts d’EPCs associats amb bon 

pronòstic neurològic, nivells més alts en 

pacients que en controls 

Chu et al., 
2008(127) 

Pacients d’ictus 
(agut i crònic) i 
controls 

Cultiu (recompte de CFU) i 

assaig funcional (efecte en 

cèl·lules endotelials de 

sobrenedants de CFU)  

Menor nº de CFU i reducció de la 

capacitat tubulogènica en pacients d’ictus 

agut respecte ictus crònic o controls 

Cesari et al., 
2009(128) 

Pacients d’ictus Citometria de flux 
Recompte de cèl·lules 

progenitores circulants CPC 

(CD34,CD133) i EPC (CD34, 

CD133, VEGFR-2) 

Bon pronòstic funcional associat a major 

nº  de CPC però no amb EPCs 

Bogoslovsky et 
al., 2010(129) 
 

Pacients d’ictus  Citometria de flux 

CD34, CD133, VEGFR-2 

Nivells més alts EPC eren indicatius de 

volums més petits de lesió aguda, lesió 

final, i creixement de la lesió 

Navarro-
Sobrino et al., 
2010(130) 

Pacients d’ictus 
(agut i subagut) 
i controls 

Citometria de flux (CD34, 

CD133, VEGFR-2) i cultiu 

(recompte i assaig 

tubulogènesi) 

Major nº d’EPCs en pacients d’ictus agut 

que en controls. Correlació positiva nº 

EPCs i la severitat inicial de l’infart. EPCs 

de pacients d’ictus subagut mostren 

major funcionalitat in vitro. 

Massot et al., 
2013(131) 

Pacients d’ictus 

o AIT amb 

aterosclerosi 

intracranial i 

controls 

Citometria de flux (CD31, 

VEGFR2 

No diferències en el nombre d’EPCs entre 

pacients amb aterosclerosi intracranial i 

controls. Més nombre d’EPCs en pacients 

amb major extensió de la aterosclerosi 

intracranial.  

Paczkowska et 
al., 2013(132) 

Pacients d’ictus 
isquèmic i 
hemorràgic i 
controls 

Citometria de flux per early 

(CD34, VEGFR-2; CD133) i 

late EPC (CD34, VEGFR-2) 

Major nº d’early i late EPCs en pacients 

d’ictus que en controls 

CFU: unitats formadores de colònies.  



1. Introducció 

 
30 

Els resultats dels estudis són divergents en alguns casos. Per exemple pel que fa als 

nivells d’EPCs, en estudis realitzats en pacients i controls sans alguns autors mostren 

una disminució en pacients amb ictus mentre que d’altres n’han descrit un augment 

respecte als controls. Les divergències en la metodologia emprada en els diferents 

treballs així com la heterogeneïtat tant dels pacients com dels controls inclosos 

dificulta la interpretació dels resultats i fa necessari estudis més amplis on s’estudiïn 

les diferents subpoblacions conegudes, on s’analitzin els nivells d’EPCs per diferents 

tècniques, i on es determini la capacitat funcional d’aquestes cèl·lules després de 

l’ictus isquèmic així com establir un rang de valors estàndard per als controls sans. 

D’altra banda, algun dels mètodes d’estudi utilitzats en aquests estudis, com el 

recompte d’unitats formadores de colònies (CFUs) actualment ja no s’utilitza, ja que es 

va veure que es tractava de cèl·lules més relacionades amb poblacions de monòcits o 

macròfags (113).   
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1.7 Les Metal·loproteïnases de Matriu (MMPs) 

 

1.7.1 Definició de les MMPs 

Les metal·loproteïnases de matriu comprenen una família de proteases dependents de 

zinc implicades en la regulació de la matriu cel·lular i amb capacitat per a degradar 

diferents components d’aquesta i de processar diverses molècules bioactives en ella. 

S’han descrit més de 25 MMPs secretades o de membrana diferents. Clàssicament 

s’han classificat segons el substrat que preferentment degraden en col·lagenases 

(MMP-1, -8 i -13), gelatinases (MMP-2 i -9),  estremolisines (MMP-3, -10 i -11), 

metal·loelastases (MMP-12) i matrisilines (MMP-7, -26).  Tot i que posteriorment es va 

adoptar una nova classificació segons les seves característiques funcionals degut  a la 

descripció de nous substrats, la classificació clàssica segueix sent la més utilitzada 

(133). Encara que es troben codificades en diferents gens, aquestes endopeptidases 

comparteixen elements estructurals (com un propèptid amino-terminal, un domini 

catalític i un domini hemopexina) i funcions (134). Totes les MMPs es produeixen en la 

seva forma latent i esdevenen proteïnes secretades o transmembrana. Les MMPs són 

sintetitzades i secretades a l'espai extracel·lular com zimògens inactius, amb un domini 

propèptid. El trencament de la unió entre aquest domini i el domini catalític produeix 

l’activació de les MMPs. Aquesta activació es pot produir per diferents mecanismes tot 

i que es considera que el principal és per la proteòlisi directa per altres proteases o 

MMPs. Algunes de les proteases activadores són la plasmina, el t-PA i l’activador del 

plasminogen tipus uroquinasa (uPA) (135). L'activitat catalítica de les MMP està 

regulada a múltiples nivells, incloent la transcripció, la secreció, l'activació i la inhibició 

post-transcripcional. La inhibició està principalment regulada per la família dels 

inhibidors tissulars de metal·loproteïnases (TIMP) que en els mamífers compta amb 

quatre proteïnes: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 i TIMP-4 (136) però també per molt fàrmacs 

sintetitzats (SB-3CT, BB-94, GM6001, Minociclina, etc.) (137). 

Sabem que més enllà de la degradació enzimàtica de components de la matriu 

extracel·lular, d’entre les múltiples funcions de les MMPs es troben l'escissió dels 

receptors de la superfície cel·lular, l'activació o inactivació de les quimiocines i 

citocines, i l'alliberament de lligands apoptòtics. També participen en la proliferació, la 
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migració i la diferenciació cel·lular, l’angiogènesi i l’apoptosi en processos fisiològics i 

patològics (138,139). 

1.7.2 Les MMPs en la isquèmia cerebral

Les MMPs juguen un paper fonamental tant a la fase aguda com a la fase crònica de 

l’ictus. Les MMPs poden contribuir al dany neuronal i vascular, al creixement de l’infart 

i a l’aparició d’hemorràgies durant la fase hiperaguda

més tardanes podrien ajudar en els processos de reparació 

la plasticitat neurovascular (

Figura 7. Esquema dels diferents rols que juguen les MMPs després de l’ictus:

dany cerebral, la neuroreparac

2008). 

 

Durant la fase aguda, les MMPs 

substrats de la matriu extracel·lular que són essencials per a la correcta senyalització

cel·lular i homeòstasi a la 

components de la làmina basal

vasos i per tant, els predisposen a 

descrit que després de la isquèmi

diverses MMPs, tant en estudis en

migració i la diferenciació cel·lular, l’angiogènesi i l’apoptosi en processos fisiològics i 

la isquèmia cerebral 

paper fonamental tant a la fase aguda com a la fase crònica de 

l’ictus. Les MMPs poden contribuir al dany neuronal i vascular, al creixement de l’infart 

i a l’aparició d’hemorràgies durant la fase hiperaguda de l’ictus, mentre que 

drien ajudar en els processos de reparació tissular i en la 

la plasticitat neurovascular (Figura 7). 

Esquema dels diferents rols que juguen les MMPs després de l’ictus:

dany cerebral, la neuroreparació i la seva utilitat com a biomarcadors (Adaptat de Rosell et al, 

Durant la fase aguda, les MMPs juguen un paper patològic centra

substrats de la matriu extracel·lular que són essencials per a la correcta senyalització

i homeòstasi a la unitat neurovascular. Les MMPs poden degradar 

la làmina basal (col·lagen IV, laminina, etc.), debilitant l’estabilitat

vasos i per tant, els predisposen a petites fuites de sang i al seu trencament. S’ha 

descrit que després de la isquèmia cerebral es produeix un augment en l’expressió de 

diverses MMPs, tant en estudis en mostres humanes com en models experimentals 

migració i la diferenciació cel·lular, l’angiogènesi i l’apoptosi en processos fisiològics i 

paper fonamental tant a la fase aguda com a la fase crònica de 

l’ictus. Les MMPs poden contribuir al dany neuronal i vascular, al creixement de l’infart 

, mentre que en fases 

en la modulació de 

Esquema dels diferents rols que juguen les MMPs després de l’ictus: implicació en el 

rcadors (Adaptat de Rosell et al, 

paper patològic centrat en degradar 

substrats de la matriu extracel·lular que són essencials per a la correcta senyalització 

unitat neurovascular. Les MMPs poden degradar 

ant l’estabilitat dels 

trencament. S’ha 

a cerebral es produeix un augment en l’expressió de 

s com en models experimentals 
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(140-143). En teixit cerebral humà s’han trobat elevades la MMP-1, MMP-2, MMP-3, 

MMP-8, MMP-9, MMP-10 i MMP-13 (144,145), destacant la presència de MMP-9 amb 

la degradació del col·lagen IV i el trencament de la BHE (142). La infiltració de 

neutròfils que es produeix després de la isquèmia cerebral es relaciona en models 

animals amb l’expressió cerebral de MMP-9, demostrant el rol dels neutròfils en 

l’alliberament de MMP-9 que també s’ha comprovat en cèl·lules humanes (146,147).  

En models animals d’isquèmia cerebral l’expressió de MMPs també es relaciona amb la 

disrupció de la BHE, la formació d’edema i l’aparició de transformacions 

hemorràgiques (139,140). En aquests models s’ha demostrat que el tractament amb 

inhibidors de les MMPs redueix l’edema i el volum de la lesió  com també la inducció 

de la isquèmia en ratolins deficients per MMP9 (148,149).  

D’altra banda, en fases més tardanes de la malaltia, les MMPs són unes proteïnes 

importants i necessàries per a la remodelació i reparació tissular, i com veurem més 

endavant participen en els processos d’angiogènesi i neurogènesi. A banda de 

remodelar la matriu extracel·lular per permetre la mobilització, el creixement i la 

migració de cèl·lules, les MMPs també participen en el procés angiogènic ajudant en 

l’alliberació de factors tròfics i pro-angiogènics. Per exemple, poden trencar molècules 

de la matriu o de la superfície cel·lular com el VEGF i alliberar-lo en la seva forma 

bioactiva (150). S’ha comprovat que les MMPs també afavoreixen l’angiogènesi 

trencant les adhesions entre cèl·lules endotelials i permetent la migració endotelial i 

posterior creixement vascular (151), sent passos necessaris per a la formació de noves 

estructures tubulars in vitro (152).  En relació amb la neurogènesi, les MMPs participen 

en la migració i la diferenciació de les cèl·lules mare i progenitores neurals (153). En el 

cervell adult les àrees de neurogènesi més importants són la zona subventricular i la 

zona subgranular de l’hipocamp. Els neuroblasts migren des d’aquestes àrees a la zona 

afectada, i aquesta migració es potencia per acció de la MMP-2 i -9 secretades per les 

cèl·lules endotelials (154). A més, després de la isquèmia cerebral es produeix una 

sobreexpressió de la MMP-9 a la zona subventricular que col·localitzava amb 

neuroblasts positius per al marcador de proliferació BrdU (155). La MMP-3 és una altra 

de les MMPs que incrementa la seva expressió després de la isquèmia cerebral, i s’ha 
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trobat en diferents tipus cel·lulars com neurones isquèmiques, oligodendròcits, 

microvasculatura i macròglia reactiva (156). 

En resum hi ha un gran nombre d’estudis que mostren el rol deleteri de les MMPs en la 

fase aguda de l’ictus però també s’ha descrit la seva implicació en la neuroreparació en 

la fase crònica de la malaltia. Per tant, s’ha proposat que la inhibició de les MMPs en la 

fase aguda podria reduir les complicacions derivades de l’ictus i el tractament 

trombolític així com millorar el pronòstic del pacient, però en moments posteriors 

caldria abandonar aquesta inhibició i potser fins i tot estimular l’expressió de les MMPs 

per potenciar els processos de neurogènesi i vasculogènesi per reparar el teixit danyat.  

1.7.3 La MMP-9 i les cèl·lules progenitores 

Les cèl·lules mare a la medul·la òssia es troben en un estat de repòs i són activades per 

a diferenciar-se i mobilitzar-se cap a la circulació en resposta a senyals específics. Com 

hem vist anteriorment, en l’edat adulta la medul·la òssia és un important reservori de 

cèl·lules mare específiques d'òrgans, incloent cèl·lules mare hematopoètiques, 

progenitores endotelials, o cèl·lules mare mesenquimals (157). Durant l’estat 

estacionari, la majoria de les cèl·lules mare estan en contacte amb les cèl·lules 

estromals de medul·la òssia, com els osteoblasts, i es mantenen en la fase G0 del cicle 

cel·lular, mentre que una petita fracció es troba en fase S o G2/M (158). L'equilibri 

entre aquestes fraccions està dictat per la biodisponibilitat de citocines activadores, 

que es troben a la matriu extracel·lular o estan lligades a la membrana de les cèl·lules 

estromals. Quan les cèl·lules han de ser mobilitzades, es produeix un alliberament de 

citocines i quimiocines que promouen aquest alliberament i migració cel·lular.  Algunes 

cèl·lules mare i progenitores, com les endotelials, expressen c-kit, el receptor del 

lligand Kit (KitL), suggerint que una cascada de senyalització comú pot governar la seva 

proliferació i reclutament (158,159). La MMP-9 és clau en aquest procés 

d’alliberament i reclutament de les cèl·lules. L’augment en l’expressió de MMP-9 

després d’alguns processos d’estrès cel·lular, activa l’alliberació de KitL que, per la seva 

banda, facilita la mobilització de les cèl·lules de la medul·la òssia a la circulació i alhora 

activa el cicle cel·lular de les cèl·lules mare hematopoètiques (119).  
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Un estudi previ va demostrar que ratolins deficients en MMP-9 van mostrar una 

disminució de la neovascularització en un model d’isquèmia perifèrica (160). Aquest 

fet s’acompanyava d’una menor mobilització de les EPCs després de la isquèmia en els 

animals knock out (KO) (161). Aquesta mateixa reducció de la vascularització en 

l’extremitat isquèmica es produïa en animals deficients en MMP-2. La deficiència de 

MMP-2 es relacionava a més amb una disminució del nombre d’EPCs i de la seva 

funcionalitat in vitro (162). En el cas de la isquèmia cerebral no s’ha descrit encara la 

relació entre al deficiència de MMPs i la mobilització de cèl·lules mare o progenitores 

com les EPCs.  

La relació entre la MMP-9 i les cèl·lules mare o progenitores també apareix a nivell 

local al cervell. Per exemple, durant el procés de neurogènesi derivat de la isquèmia 

cerebral, diverses quimiocines, com el SDF-1 o el VEGF, promouen la migració dels 

progenitors neurals des de les zones subventriculars germinals cap a la perifèria de 

l’infart. Aquesta migració requereix la remodelació de la matriu extracel·lular, i 

l’expressió endògena de MMP-9 i MMP-3 en les cèl·lules neurals progenitores és 

necessària tant per la migració com la diferenciació d’aquestes cèl·lules (153). 
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2. OBJECTIUS 
 

Els objectius principals d’aquesta tesi són: 

1) Realitzar una revisió sistemàtica de la literatura sobre la implicació de les MMPs 

en el dany cerebral i en els processos de neuroreparació després de l’ictus, així 

com dels tractaments amb inhibidors de les MMPs testats en la fase aguda de 

l’ictus. 

 

2) Comparar el potencial terapèutic de les EPCs i dels factors de creixement 

secretats per aquestes cèl·lules com a teràpia neuroreparadora en un model 

animal d’isquèmia cerebral.  

 

3) Determinar l’efecte de la isquèmia cerebral en un model murí en l’alliberament 

i la funcionalitat in vitro de les EPCs. 

 

4) Determinar la implicació de les MMPs, i específicament la MMP9, en la 

funcionalitat in vitro de les EPCs murines i humanes.  

 

5) Desenvolupar un nou mètode d’isquèmia cerebral transitòria en ratolí 

mitjançant l’oclusió temporal de l’artèria cerebral mitja a nivell distal.  
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SUPPORTING INFORMATION 
  
SUPPORTING METHODS 
 
Genotyping analysis 
To confirm that MMP9/KO mice were homozygous null for MMP9, genomic 
DNA was isolated from tail samples of selected mice (n=9 MMP9/KO and n=7 
WT), and the disruption of the MMP9 gene was confirmed via polymerase chain 
reaction (PCR). For wild-type mice we used a sense oligonucleotide primer (5’- 
GTGGGACCATCATAACATCACA -3’) and an antisense oligonucleotide primer 
(5’- CTCGCGGCAAGTCTTCAGAGTA -3’). For the MMP9/KO mice a neomycin 
cassette was used as a sense oligonucleotide primer (5´- 
CTGAATGAACTGCAGGACGA -3´) and an antisense primer (5´- 
ATACTTTCTCGGCAGGAGCA -3´). Analysis of PCR-amplified products was 
performed in 1.4% agarose gel in TBE buffer followed by ethidium bromide 
staining of DNA bands. Five µl of the PCR-reaction product plus 1µl of loading 
buffer were loaded in the agarose gel and the electrophoresis was run for 20 
min at 120 V.  
 
Permanent focal cerebral ischemia 
All animals were anesthetized with isofluorane via facemask (4% for induction, 
2% for maintenance in air, 79%N2:21%O2; Abbot Laboratories, Spain) and body 
temperature was maintained at 36.5–37°C using a sel f-regulating heating 
blanket and a rectal probe. Mice eyes were protected from corneal damages 
during surgery using an ophthalmic lubricating ointment (LipolacTM, Angelini 
Farmaceutica, Spain). An incision was made between the left eye and ear 
under an operating microscope (Leica MS5, Switzerland) and the temporal 
muscle was cut and divided exposing the left lateral aspect of the skull. The 
MCA was identified through the semi-translucent skull and a small burr hole (1-
2 mm diameter) was made using a high-speed microdrill at the level of the 
inferior cerebral vein to expose the M1 portion, leaving the dura intact. Saline 
was applied to the area throughout the procedure to prevent heat injury. 
Cerebral blood flow (CBF) was measured continuously by laser-Doppler 
flowmetry using a flexible fiberoptic (0.5 mm diameter; Moor Instruments, UK) 
placed directly on the top of the parietal branch of the M1 bifurcation beginning 
5 min before MCAO, during and after the electro-cauterization. Using a 
micromanipulator holding a 30G needle (0.4mm diameter) the MCA was 
compressed and a decrease in the CBF was ensured. Therefore, using a small 
vessel cauterizer (Change-A-TipTM, Aaron Medical, USA) the MCA was 
permanently occluded by indirect electrocoagulation thorough the 30G needle. 
Then, the muscle was replaced and the skin was sutured using 5-0 silk suture 
and magnesic metamizol (400mg/kg) was administered subcutaneously right 
after the procedure as analgesic. The duration of anesthesia in all animals was 



 

 
64 

less than 30 min. Only mice that showed decreased CBF below 75% from 
baseline were used for further experiments.  
Sham animals underwent all surgical procedures with the exception of the MCA 
occlusion (MCAO). Six, 24 or 72 hours after the ischemia, or after 24 hours of 
the surgery in sham group, mice were sacrificed.   
 
 
Mouse Spleen Endothelial Progenitor Cell Cultures  
Mouse early EPCs enriched population was obtained as described. Spleens 
from WT and MMP9/KO mice were obtained at 6, 24 or 72 hours after ischemia 
and in sham animals after 24h. A pool of 2 spleens was used for each cell 
culture. Spleens were mechanically minced, placed at 37ºC for 15 minutes in a 
1mM EDTA solution and run thorough a 40-mm nylon membrane to obtain a 
cell suspension. Mononuclear cells (MNCs) were obtained by density gradient 
centrifugation with Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Sweden), shortly washed 
with red blood cells lysis solution (150 mmol/L NH4Cl, 10 mmol/L NaHCO3 and 
0.1 mmol/L EDTA in distilled water) and gently washed with complete 
endothelial growth medium-2 (EGM-2; Clonetics®, CA, USA), which is 
composed of endothelial cell basal medium (EBM) containing 20% fetal bovine 
serum (FBS), human epidermal growth factor (hEGF), vascular endothelial 
growth factor (VEGF), human basic fibroblast growth factor (hFGF-B), insulin 
like growth factor 1 (R3-IGF-1), GA-1000 (gentamicin and amphoterecin-B), 
heparin, hydrocortisone and ascorbic acid. Isolated MNCs were finally 
resuspended in EGM-2 and 107 MNCs were seeded on fibronectin-coated 12-
well cell culture plates (4 replicates per sample) and incubated in 5% CO2 at 
37ºC. Under daily observation, first media change was performed 2 days after 
plating and, thereafter, media was changed every 2/3 days. Expanding cell-
colonies appeared between days 10 to 20. This method has been previously 
described in other studies to study EPCs counts and allowed us to maintain the 
cells in culture to further obtain outgrowth endothelial cells whereas other 
techniques such as flow cytometry do not allow maintaining the EPCs in culture 
[1-3]. 
A total of 52 cell cultures were performed from 104 mice (2 spleens each) and 
images from five representative fields were taken at 200x on day 5.  
 
Human Blood Endothelial Progenitor Cells Cultures 
Twenty ml of blood were diluted (1:1) with PBS containing 2% FBS. Afterwards 
MNCs were obtained by Ficoll gradient as described for mouse EPCs, cells 
seeded in fibronectin-coated plates and grown to obtain OECs. All procedures 
were approved by the ethics committee of our institution and were conducted in 
accordance with the Declaration of Helsinki.  
 
Immunocytochemistry 
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Standard EPC phenotyping was performed in palisade-type OECs from WT and 
MMP9/KO mice and cobblestone-type human OECs for von Willebrand factor, 
KDR and CD133 antigens. Cells were fixed with cold 4% paraformaldehyde for 
20 min at room temperature (RT) and washed with PBS. Afterwards, cells were 
permeabilized with 0.3% triton X-100 for 5 minutes, blocking buffer (1% BSA 
and 5% goat serum) applied for 1 hour and incubated with primary antibodies 
rabbit anti-von Willebrand factor (1:100, Sigma-Aldrich, USA), mouse anti-
KDR/VEGFreceptor 2 (1:100, Sigma-Aldrich, USA) and rabbit anti-CD133 (1:50, 
Santa Cruz, USA) overnight at 4ºC. Goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 or Alexa 
Fluor 568 (Invitrogen, USA) were used as secondary antibodies at RT for 1 
hour. Samples were finally mounted in VectashieldTM with DAPI (Vector Labs, 
USA) to counterstain cell nuclei. Negative controls received identical treatment 
except for the primary antibody. 
 
In vitro vessel formation 
All experiments were performed with OECs between passages 4 to 8 for mouse 
cells and between 7 and 12 for human cells. Briefly, 24 well-plates were coated 
with 200 µl cold MatrigelTM growth factor-reduced basement membrane matrix 
and allowed to solidify at 37ºC for 30 min. Afterwards, 4x104 cells per well for 
mouse and at 6x104 cells per well for human cells seeded into MatrigelTM-
coated wells in basal media (without factors and FBS) or basal media plus 
treatment as detailed above. For MMP9/KO cells treated with CM from WT 
cells, EBM-2 was replaced for CM (obtained after 24 hours incubation in EBM-
2) from the same experiment. Cells were incubated at 37ºC during 24 hours. 
Each assay was performed in duplicate and the number of complete rings 
(circular vessel-like structures) and the total tube length (perimeter of the 
complete rings) were counted by ImageJ software (NIH, MD, USA) by an 
investigator blinded to the treatment in 6 representative fields (100x) per well. 
Mean values were used for comparisons between cell types while experimental 
treatments with MMP inhibitors, CM or recombinant MMP9 were expressed as 
percentage of the non-treated group.  
 
Cell Viability 
Cell viability assay was performed to asses the toxicity of the treatments applied 
to to the OECs. Measurement of the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol- 2-
yl)2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) to produce a dark blue formazan 
product was performed to assess the integrity of mitochondrial function as a 
measure of cell viability. Briefly, 4x104 OECs were seeded on fibronectin-coated 
24-well plates in EGM-2 medium. Twenty-four hours later the cells were washed 
with PBS and treated with EBM (basal medium) plus pharmacological treatment 
to inhibit MMPs: the broad spectrum GM6001 and the specific MMP9 inhibitor I 
or their corresponding vehicles (in mouse cells: 2 mM Tris, 6 mM NaCl, 0.8 mM 
CaCl2 for GM6001 and 14.6 mM DMSO for MMP9 inhibitor I; and in human 
cells: 4 mM Tris, 12 mM NaCl, 1.6 mM CaCl2 for GM6001 and 146 mM DMSO 
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for MMP9 inhibitor I) added to the same final concentration of the MatrigelTM 
assay. The reduction of MTT was measured after 24 hours of treatment. 
Absorbance was measured at 590 nm and each sample was measured per 
duplicate to obtain a mean value and results for treatments are expressed as a 
percentage of the control non-treated group.  
 
Gelatin Zymography 
Conditioned mediums of WT control and ischemic EPC cultures were collected 
and 0.5 ml were concentrated with 10K membrane centrifugal filters (Amicon 
Ultra-0.5ml 10K Ultracel, Millipore, Germany), obtaining from 30 to 50 µl of 
concentrated media. Twenty microlitres of concentrated conditioned media were 
loaded and separated by 10% tris-glycine gel with 0.1% gelatin as substrate, 
washed with renaturing buffer (Invitrogen, USA) for 90 minutes (2x45 min) and 
further incubated with developing buffer (Invitrogen, USA) at 37ºC for 48 hours. 
Finally, the gels were stained with 0.5% Comassie blue R-250 for 1 hour and 
then appropriately distained (3 x 20 minutes). Molecular weight markers and 
human MMP2 and MMP9 (Chemicon, MA, USA) recombinant proteins were 
used as standards.  
 
Brain vasculature quantification 
A new group of animals (8 WT and 8 MMP9/KO mice) were subjected to 
permanent focal cerebral ischemia (4 animals of each genotype) or sham 
surgery. After 21 days, mice were injected intravenously with 80 µg of Dylight 
594-labeled tomato lectin (Lycopersicon esculentum; Vector Laboratories, CA, 
USA) and sacrificed by cardiac perfusion of 4% paraformaldehyde under deep 
anesthesia after 10 minutes. The brains were removed, post-fixed overnight in 
4% PFA and cryoprotected with 30% sucrose in PBS for 24 hours. Afterwards, 
the brains were frozen and embedded in OCT before storage at -80ºC. Twelve-
µm thick coronal sections were collected from anterior (+1 to +0.2 bregma) and 
posterior (-1.7 to -2.3 bregma) areas including the lateral ventricles and the 
hippocampus respectively. Sections were thaw at room temperature for 30 
minutes, transferred to PBS for hydratation and slices were mounted in 
VectashieldTM with DAPI to counterstain cell nuclei. Four images (100x) of the 
peri-infarct cortex of ischemic mice or the respective area in sham animals were 
taken, and the total area of lectin positive vessels was calculated with standard 
computer-assisted image analysis technique (Image J free software, NIH) by an 
investigator blinded to the treatment. Results are expressed as the mean vessel 
density of the 4 images in each area. 
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SUPPORTING FIGURES AND FIGURE LEGENDS
 
Supporting Figure 1. 
 

 
Supporting Figure 1. Method
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Method for culturing EPCs:  Mononuclear cells (MNC) 
were isolated from spleen (mouse) or blood (human) by Ficoll gradient density 
and seeded in fibronectin (FN)-coated plates with EGM-2 medium. Early EPCs 
(also called circulating angiogenic cells, CAC) were counted as “spindle
shaped” cells. Colonies of OECs appeared as either cobblestone or palisading 
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Supporting Figure 2. 
 

 
 
 
Supporting Figure 2: Genotype characterization of wild-type (WT) and 
knockout (MMP9/KO) mice. Agarose gel electrophoresis showing PCR 
products after DNA amplification of part of the MMP9 gene in WT mice (277bp 
band) and the disrupted MMP9 gene by neomycine resistance in KO mice 
(172bp band). 
 
 
 
Supporting Figure 3. 
 

 
 
Supporting Figure 3. Immunocitochemistry of cobblestone-type mouse 
OECs. Immunofluorescent staining of OECs showing positive signal (red or 
green) for von Willebrand factor (vWF), KDR and CD133 (bar=50µm) in cells 
obtained from WT or MMP9/KO mouse.    
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Supporting Figure 4. 
 

 
Supporting Figure 4. Representative microscopy images of time-lapse 
imaging assay of mouse OECs on Matrigel™ matrix at different time 
points .  (bar=200µm).  
 
Supporting Figure 5. 

 

 
 
Supporting Figure 5: Gelatin zymography of conditioned media (CM) detected 
gelatinolytic activity of pro-MMP9 in media from WT sham and ischemic EPC. 
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Supporting Figure 6. Cell viability determined by MTT assay after MMPs 
inhibitors or vehicle treatment.
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Supporting Figure 6. Cell viability determined by MTT assay after MMPs 
inhibitors or vehicle treatment.  Bar graphs represent cell viability for OECs 
from WT control mouse (A), WT ischemic mouse (B) and human control 
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Supporting Figure 6. Cell viability determined by MTT assay after MMPs 
Bar graphs represent cell viability for OECs 

and human control 
; n=4 independent experiments per group. Results are expressed 

treated group. No significant differences 
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Supporting Figure 7. 
 
 

 
 
Supporting Figure 7. Brain vasculature in WT and MMP9/KO mice after 
cerebral ischemia. Functional blood vessels stained after lectin perfusion were 
quantified in the ipsilateral peri
corresponding areas of sham mice. 
objective) of lectin staining (bar=100µm).
increased vessel density compared to non
areas (B) while no differences were observed in MMP9/KO mice 
represents mean±SD, *p<0.05 (n=4 mice per group). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Supporting Figure 7. Brain vasculature in WT and MMP9/KO mice after 
Functional blood vessels stained after lectin perfusion were 

in the ipsilateral peri-infarct cortex 21 days after ischemia and in 
corresponding areas of sham mice. A) Representative micrographs (10X 
objective) of lectin staining (bar=100µm). Bar graphs show that only WT mice 
increased vessel density compared to non-ischemic animals in the posterior 

while no differences were observed in MMP9/KO mice 
represents mean±SD, *p<0.05 (n=4 mice per group).  
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VIDEO FILES 
 
Supporting Video 1 : Twenty-four hours of time-lapse imaging MatrigelTM assay 
of mouse WT control OECs (100x). 

 
http://youtu.be/Mb4C_RR3OY0 
 
Supporting Video 2 : Twenty-four hours of time-lapse imaging MatrigelTM assay 
of mouse WT ischemic OECs (100x). 

 
http://youtu.be/bILFSqfB8e0 
 
Supporting Video 3 : Twenty-four hours of time-lapse imaging MatrigelTM assay 
of mouse MMP9/KO control OECs (100x). 

 
http://youtu.be/2r_161LRZe0 
 
Supporting Video 4 : Twenty-four hours of time-lapse imaging MatrigelTM assay 
of mouse MMP9/KO ischemic OECs (100x). 

 
 http://youtu.be/oBp3nlRRRE8 
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A new method for focal transient cerebral ischemia by distal compression 

of the middle cerebral artery.  
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4. DISCUSSIÓ 
 

4.1 El paper dual de les MMPs en l’ictus 

 

Diferents articles han mostrat una relació entre els nivells d’algunes MMPS i la 

isquèmia cerebral, a nivell de la lesió cerebral, la permeabilitat de la BHE, les 

transformacions hemorràgiques o la mort cel·lular, però també amb la plasticitat de la 

matriu extracel·lular i la remodelació de teixits danyats (139,163).  

Molts grups han demostrat en models experimentals d'isquèmia cerebral en 

rosegadors, que els nivells diverses MMPs augmenten ràpidament al cervell isquèmic. 

Per exemple, després de la isquèmia cerebral es va descriure una expressió anormal de 

MMP-2 o MMP-9, el que contribueix a la lesió cerebral i la ruptura de la BHE 

(140,164,165). Altres MMPs, com la MMP-3 i la MMP-13 també s’han trobat 

sobreexpressades en el teixit isquèmic (144,156). A més, tant l’hemorràgia associada al 

rt-PA com l’edema cerebral es relacionen amb la desregulació dels nivells de MMP9, 

complicacions que disminueixen en inhibir aquesta MMP  amb l’inhibidor BB-94 

(166,167). El rol de les MMPs en la degradació de la làmina basal i el conseqüent 

debilitament de la BHE explica la seva relació amb la transformació hemorràgica. El 

nostre grup va identificar una infiltració de neutròfils carregats de MMP-9 en 

microvasos cerebrals associat a una disminució del col·lagen IV de la làmina basal i a la 

infiltració d’eritròcits, com també l’alliberació de MMP-9 i la degranulació en neutròfils 

tractats amb rt-PA (147,168) 

 

Degut a la seva activitat patogènica, les MMPs han estat una diana terapèutica per a la 

neuroprotecció en l’ictus isquèmic com revisem en l’article 1 d’aquesta tesi doctoral. 

S’han sintetitzat diferents inhibidors de les MMPs que han demostrat en models 

animals reduir la mida de l’infart, l’apoptosi i el dany de la BHE. Alguns d’aquests 

inhibidors, com el BB-94, el BB-1101 o el GM6001, s’anomenen d’ampli espectre 

perquè bloquegen l’expressió o activació de totes les MMPs (148,166,169). També 

s’han estudiat inhibidors específics de les gelatinases (MMP-2 i 9), com el SB-3CT, o 
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inhibidors de molècules implicades en les vies de regulació de les MMPs com la 

ciclooxigenasa (COX), la NADPH oxidasa o l’enzim convertidor d’angiotensina (ACE) 

(170-173). Els diferents resultats van mostrar que la inhibició de les MMPs després de 

l’ictus podria esdevenir una teràpia beneficiosa. Tanmateix caldria tenir en compte els 

efectes a llarg termini d’aquesta inhibició. A dia d’avui no s’ha realitzat cap assaig clínic 

per a inhibir les MMPs en pacients d’ictus. Tanmateix, s’han realitzat diversos estudis 

en altres patologies com el càncer per al seu potencial anti-angiogènic. La majoria dels 

inhibidors de les MMPs que es van testar no van demostrat eficàcia i en alguns casos 

van mostrar toxicitat i efectes secundaris com dolor muscular (137,174). De tots els 

inhibidors de les MMPs els únics aprovats per la Food and Drug Administration dels 

Estats Units són antibiòtics com la doxiclina i la minociclina, per exemple per a la 

prevenció de la periodontitis (175). 

 

Les MMPs participen en el desenvolupament del sistema nerviós central, i algunes 

d’elles s’hi troben implicades directament (com ara la MMP-2, -3 i -9) ja que 

s’expressen en el còrtex cerebel·lós en desenvolupament i dirigeixen la migració de les 

neurones granulars com també participen en la formació d’espines dendrítiques i 

sinapsis de les cèl·lules de Purkinje (176). De manera paral·lela, les MMPs també 

regulen el desenvolupament del sistema nerviós de forma indirecta, per exemple, 

regulant la conversió de les proformes de BDNF i del factor de creixement nerviós 

(NGF) a les seves formes madures (177). En el cervell adult sa les MMPs estan 

implicades en processos de remodelació de la matriu extracel·lular, en la regulació de 

la plasticitat sinàptica i dels processos d’aprenentatge i memòria (178).  

Per tant, esperaríem que les MMPs participin també en els processos de reparació 

cerebral i que la seva inhibició a llarg termini pogués afectar la recuperació després de 

l’ictus. Alguns estudis realitzats en aquest sentit han mostrat que la inhibició persistent 

de les MMPs en models animals d’isquèmia cerebral disminuïa la recuperació funcional 

i augmentava el dany cerebral (179,180). En relació a aquestes observacions s’ha 

demostrat la participació de les MMPs en la neurogènesi després de l’ictus. Les MMP-2 

i -9 han demostrat ésser necessàries per a la correcta migració dels progenitors neurals 

in vitro on la secreció per part de les cèl·lules endotelials d’aquestes 
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metal·loproteïnases  té un efecte promotor sobre aquesta migració (154). A més, la 

MMP-9 també és important en la divisió cel·lular. Sans-Fons i col·laboradors van 

demostrar que la inhibició de la MMP-9 impedia l’entrada en mitosi  de cèl·lules de 

neuroblastoma (una línia cel·lular amb capacitat de diferenciar-se a cèl·lula neuronal) 

així com la seva proliferació (181). Altres estudis in vivo han mostrat la participació de 

la MMP-3 i -9 en la migració induïda per quimiocines de les cèl·lules neurals 

progenitores, així com el paper clau de les MMPs en la migració dels neuroblasts des 

de la zona subventricular, migració que es redueix si inhibim les MMPs (153,155). Així 

mateix, l’expressió de MMP-9 s’ha trobat incrementada en el còrtex del peri-infart dies 

després de la isquèmia (entre 7 i 14) associada a marcadors tant de plasticitat sinàptica 

com de remodelat vascular, suggerint també una relació entre l’expressió de MMPs i 

els processos d’angiogènesi (180). En aquest mateix estudi es va comprovar que la 

inhibició de les MMPs disminuïa l’expressió de VEGF en el peri-infart, confirmant el rol 

de la MMP-9 en l’alliberament i activació d’aquest factor pro-angiogènic (150).  

La implicació de les MMPs, i en especial la MMP-9, en l’angiogènesi ha estat també 

estudiada en d’altres processos patològics. En models animals d’isquèmia perifèrica, la 

deficiència de MMP-9 (en ratolins genèticament modificats) ha demostrat disminuir 

significativament l’angiogènesi, així com la mobilització de les EPCs (160,161). També 

en estudis del creixement tumoral s’ha trobat una elevada expressió de MMP-9 a les 

cèl·lules tumorals, així com una disminució de l’angiogènesi tumoral en animals 

deficients en MMP-9 (182,183). Tornant a la patologia cerebral isquèmica, Hao i 

col·laboradors van mostrat en un model experimental que la MMP-9 expressada per 

les cèl·lules mare derivades de medul·la òssia era clau pel procés d’angiogènesi 

estimulant la mobilització i guiatge de les cèl·lules induïda per VEGF (184).  

En aquest sentit aquesta tesi intenta avaluar el potencial terapèutic de les EPCs i dels 

seus factors per vies paracrines, com també determinar el paper de la MMP-9 en la 

seva funció en del context de la isquèmia cerebral.  
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4.2 Els factors secretats per les EPCs posseeixen un potencial angiogènic 

similar al de les pròpies cèl·lules en el tractament de la isquèmia cerebral 

 

Des del moment de la seva identificació per Asahara i col·laboradors, les EPCs varen 

ser unes clares candidates des de el primer moment per al tractament de malalties 

isquèmiques, com van demostrar els propis autors en un model d’isquèmia perifèrica 

en ratolí (51,185). En models animals d’isquèmia cerebral, diversos autors han 

demostrat que l’administració  tan d’early EPCs com d’OECs desprès de l’esdeveniment 

isquèmic redueix el volum de l’infart i el dèficit funcional a mig termini (a partir del 7è 

dia) (82,83). En un d’aquests estudis, després de l’administració per via endovenosa de 

4x106 OECs marcades radioactivament en rates isquèmiques, es va estudiar la seva 

distribució. La majoria de les cèl·lules es van trobar al fetge, als ronyons i a la melsa, 

mentre que molt poques cèl·lules es van arribar al cervell. A més, es van detectar molt 

poques OECs de les que s’havien administrat incorporades en els vasos de nova creació 

(83). Malgrat que molt poques EPCs van arribar al cervell i es van incorporar als vasos, 

l’efecte del tractament va ser contundent, produint un augment de l’angiogènesi i la 

neurogènesi i una disminució de l’apoptosi al peri-infart (83). De la revisió bibliogràfica 

d’altres estudis en que s’administren EPCs per via endovenosa també se’n deriva que 

el nombre de cèl·lules que s’implanten al cervell és extremadament baix en relació al 

número que s’administren (186,187). Aquest fet també es repeteix en altres tipus 

cel·lulars, com els precursors neurals. Un estudi per ressonància magnètica en un 

model d’isquèmia cerebral en rates va mostrar que, tot i produir-se una recuperació 

funcional en els animals administrats amb cèl·lules, les cèl·lules trasplantades no 

s’implantaven en els circuits neuronals (188). En conclusió, de l’elevat nombre de 

cèl·lules que s’administren per via sistèmica, molt poques d’elles arriben al cervell. 

Harting i col·laboradors van demostrar que només un 0.0005% de les cèl·lules mare 

mesenquimals administrades per via endovenosa s’implantaven al parènquima 

cerebral en un model murí de traumatisme cerebral (189).    

Per tant els resultats suggereixen que l’efecte de la teràpia cel·lular amb EPCs pugui 

deure’s més a un efecte paracrí de les cèl·lules administrades que a la pròpia 

incorporació de les cèl·lules en els nous vasos. La importància de l’efecte paracrí en els 
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beneficis de la teràpia cel·lular en l’ictus també s’ha descrit en altres tipus cel·lulars 

com les cèl·lules mare mesenquimals o les neurals (31,77). Andres i col·laboradors han 

demostrat recentment com els factors VEGF i TSP-1 i -2 secretats per les cèl·lules mare 

neurals potencien la plasticitat sinàptica (77). Tenint en compte aquests resultats, una 

de les qüestions que vam voler adreçar en aquesta tesi era si el tractament amb els 

factors de secreció de les EPCs, que conté multitud de factors de creixement, 

inhibidors de l’angiogènesi, quimiocines o citocines, podria tenir el mateix efecte en la 

recuperació després de la isquèmia cerebral que la teràpia cel·lular.  

Prèviament s’havia demostrat el potencial terapèutic dels factors secretats per les 

EPCs in vitro en un model d’isquèmia perifèrica en rates per a potenciar la 

neovascularització (107). També en un model porcí d’infart de miocardi, 

l’administració tan d’EPCs com del seu medi condicionat (medi que ha estat en 

contacte amb les cèl·lules in vitro i que conté els factors que han secretat) van 

demostrar millorar la funció sistòlica i augmentar la mida dels cardiomiòcits de forma 

similar (190). A partir d’aquests estudis sabem que el secretoma d’aquestes poblacions 

d’EPCs conté, entre d’altres factors, factor de creixement de la  insulina 1 (IGF-1), 

factor de creixement transformant beta 1 (TGFβ1), IL-8, SDF-1, HGF, angiogenina, 

factor de creixement derivat de plaquetes BB (PDGF-BB) o VEGF (107,190). Un estudi 

previ del nostre grup també va mostrar que les EPCs provinents de sang perifèrica de 

pacients d’ictus secretaven diferents factors de creixement, com per exemple HGF i 

VEGF. En el treball presentat en aquesta tesi (article 2) vam estudiar 4 factors pro-

angiogènics, identificant la presència en el medi condicionat administrat als ratolins del 

factor de creixement de fibroblasts bàsic (FGF-b), PDGF-bb i VEGF, mentre que no es va 

detectar la presència de HGF.  

En el nostre estudi, els tractaments (EPCs o el seu medi condicionat) es van administrar 

per via endovenosa aproximadament 30 hores després de la isquèmia cerebral, una 

finestra clínicament rellevant. El temps de tractament passada la fase hiperaguda es va 

triar per poder demostrar la utilitat en la translació a la pràctica clínica un temps de 

tractament que permetria poder aïllar les pròpies cèl·lules del pacient i efectuant 

doncs un trasplantament autòleg, com també per tenir una àmplia finestra 

terapèutica. El nostre estudi és el primer en avaluar l’administració tardana d’EPCs en 
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comparació amb la dels seus factors en la isquèmia cerebral, i demostra un increment 

de l’angiogènesi en les zones del peri-infart corticals en ambdós tractaments versus 

animals no tractats o no isquèmics.  Com en els estudis previs, el medi condicionat de 

les EPCs va demostrar ser tan efectiu com les cèl·lules soles i fins i tot produir un major 

increment de l’angiogènesi (tot i que aquesta diferència no va ser significativa). Els 

factors que hem identificat en el medi condicionat ja havien demostrat en d’altres 

treballs potenciar la neovascularització després de la isquèmia. Per exemple, 

l’administració tardana de VEGF va demostrar augmentar l’angiogènesi en el cervell 

isquèmic  i en models d’isquèmia perifèrica l’administració conjunta de FGF i PDGF-bb 

va incrementar la vascularització i el flux sanguini a l’àrea afectada (57,191,191). Els 

resultats mostrats en l’administració tardana obre la porta a nous estudis sobre la 

possibilitat de poder aconseguir un major benefici terapèutic administrant els 

tractament més aviat després de la isquèmia. En aquest cas seria especialment 

interessant disposar d’un tractament basat factors.  

Avui en dia és reconegut l’estret lligam en les àrees del peri-infart entre els processos 

d’angiogènesi i neurogènesi (64). La secreció per part de les cèl·lules vasculars de 

factors de creixement a l’anomenat nínxol neurovascular estimula la migració dels 

neuroblasts, migració que es produeix associada als vasos (64). També sabem que 

l’administració de diferents tipus cel·lulars ha demostrat en models animals d’isquèmia 

cerebral potenciar ambdós processos. El trasplantament intracerebral de cèl·lules 

mare mesenquimals derivades de medul·la òssia va resultar en un increment de 

l’angiogènesi i de la proliferació, migració i diferenciació de progenitors neurals (192). 

L’administració endovenosa de cèl·lules mare mesenquimals o EPCs també ha 

demostrat potenciar tant l’angiogènesi com la neurogènesi en el teixit cerebral afectat 

(83,193). En els resultats que presentem en aquesta tesi (article 2) l’efecte dels 

tractaments sobre la neurogènesi no va ser tan evident com en el cas de la 

neovascularització. Els animals tractats amb medi condicionat van mostrar un lleuger 

increment en el número de neuroblasts en l’àrea dorsolateral de la zona 

subventricular, suggerint un efecte potenciador en la migració dels precursors neurals 

també identificat per d’altres autors (47). En canvi, l’administració d’EPCs va 

incrementar moderadament la reorganització axonal en el peri-infart. Aquest 
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remodelat de la substància blanca s’associa amb la recuperació de la funció cerebral i 

per tant una millora funcional (194,195). Aquests resultats també es van acompanyar 

d’una millora funcional estadísticament significativa en ambdós grups de tractament 

que no es va produir en el grup control: tant els animals tractats amb EPCs com amb 

medi condicionat van mostrar una recuperació en la força i habilitat de les extremitats 

anteriors que s’havia vist significativament reduïda per la isquèmia cerebral. Tot i això 

els animals isquèmics no tractats van mostrar una lleugera recuperació espontània. 

Els resultats d’aquesta tesi demostren doncs el potencial neuroreparador de les EPCs 

però també dels factors de secreció de forma independent. Davant l’evidència que 

molt poques de les cèl·lules que s’administren arriben al cervell i s’implanten en el 

teixit, els nostres resultats recolzen la hipòtesi que els efectes neuroreparadors de la 

teràpia cel·lular podrien atribuir-se parcialment a l’estimulació que es produeix en el 

teixit afectat  a través de la secreció de factors tròfics potenciant els processos 

endògens d’angiogènesi i neurogènesi (66).  

Substituir el trasplantament cel·lular per estratègies lliures de cèl·lules però basades en 

el seu potencial terapèutic ens permetria millorar alguns aspectes negatius que es 

poden derivar de l’administració de cèl·lules vives. Qualsevol trasplantament de teixits 

o cèl·lules pot produir complicacions derivades d’una reacció immunitària (196). 

Tanmateix, en relació al possible rebuig del trasplantament, les EPCs, a diferència de 

les cèl·lules endotelials madures, han demostrat tenir una baixa immunogenicitat 

també quan es diferencien en cèl·lules endotelials, fent-les per tant unes excel·lents 

candidates per a la teràpia cel·lular (197). Una altra font de complicacions són les 

derivades de l’administració de les cèl·lules. Respecte les possibles vies 

d’administració, l’administració intracerebral directa sobre les àrees cerebrals diana 

garanteix l’arribada de les cèl·lules però suposa una aproximació més agressiva pels 

pacients d’ictus amb uns certs riscos vitals i uns elevats costos econòmics degut a les 

condicions en s’haurien de realitzar aquestes administracions. Tot i els possibles 

efectes de l’administració per via endovenosa o intraarterial, on es produeix un 

filtratge per diferents òrgans (pulmons, fetge), es poden generar èmbols i obstruir la 

vasculatura o on les cèl·lules poden arribar a d’altres òrgans on en certes situacions 

patològiques podrien proliferar produint tumors, aquestes serien les vies d’elecció en 
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front la intracerebral en el cas d’una translació a la clínica (198-200).  Per aquests 

motius la possibilitat de basar el tractament pro-angiogènic amb els factors de secreció 

de les cèl·lules és de gran interès terapèutic. 

En resum, els resultats presentats en aquesta tesi demostren que els factors que 

secreten les EPCs són tant efectius com a tractament neuroreparador pro-angiogènic 

amb EPCs en la isquèmia cerebral, on poden aportar avantatges respecte 

l’administració de cèl·lules des d’un punt de vista translacional. L’aprofundiment en 

l’estudi del secretoma de les EPCs com dels efectes dels diferents factors identificats  

sobre els processos de neuroreparació ens ha de permetre definir els temps i dosis 

òptims d’administració, i proporcionar noves propostes terapèutiques per la fase 

subaguda o crònica de la malaltia.  D’altra banda, no podem deixar de banda l’efecte 

terapèutic de les cèl·lules que s’implanten al teixit i els beneficis que comportaria una 

millor distribució, major supervivència, la migració i l’empelt de les cèl·lules 

trasplantades. Els nostres resultats mostren també una major reorganització axonal en 

el peri-infart en aquest grup de tractament tot i que probablement estudis a més llarg 

termini (mesos) permetran valorar millor aquestes observacions.  Els nostres resultats 

deixen també la porta oberta a nous estudis on valorar els efectes de la teràpia 

combinada entre EPCs i els seus factors de creixement en diferents dosis. 
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4.3 La isquèmia cerebral estimula l’alliberament de les EPCs així com la seva 

funcionalitat in vitro 

 

Diversos estudis han demostrat que la isquèmia promou la mobilització de les EPCs. 

L’estímul isquèmic activa l’expressió de factors pro-angiogènics com el VEGF i el SDF-1, 

que al seu temps estimulen la mobilització de les cèl·lules progenitores des de la 

medul·la òssia cap a la circulació (201). En un model experimental en ratolins i conills 

d’isquèmia perifèrica es va observar un augment després de la isquèmia en el número 

d’EPCs circulants amb un pic màxim al setè dia (202). També, en estudis en humans 

amb patologies isquèmiques com el traumatisme vascular o l’infart agut de miocardi 

han mostrat nivells elevats d’EPCs en la sang perifèrica dels pacients (201,203). 

En el cas de l’ictus, la mobilització de les EPCs en resposta a la isquèmia cerebral no és 

una qüestió clara. Alguns estudis han demostrat un increment de les EPCs en pacients 

respecte als controls (126,132), mentre que en d’altres, els pacients mostraven una 

disminució dels nivells d’EPCs (124,127). Els resultats publicats pel nostre laboratori on 

es va realitzar citometria de flux, els resultats van mostrar un augment del nivells 

d’EPCs en sang perifèrica en pacients d’ictus en la fase més aguda de la malaltia 

(primeres 24 hores) respecte als controls sans (130). Les diferències en les tècniques 

utilitzades per l’aïllament i al quantificació dels nivells d’EPCs així com les 

característiques dels pacients i controls utilitzats en els diferents estudis podrien 

explicar aquestes divergències. Per tal de poder resoldre aquesta qüestió en l’article 3 

presentat en aquesta tesi vam avaluar per primera vegada la mobilització de les EPCs 

després de la isquèmia cerebral en un model experimental en ratolí on la única 

variable canviant era la presència o no d’isquèmia cerebral permanent.  

La tècnica d’elecció va ser la quantificació a partir de cultius cel·lulars d’early EPCs 

obtingudes de la melsa (que actua com a reservori d’EPCs), ja que el reduït volum de 

sang dels ratolins limitava l’ús de la citometria de flux (204). Els resultats van mostrar 

un increment de les EPCs poc després de la isquèmia, l’increment era detectable tan 

sols 6 hores després de l’esdeveniment isquèmic. Així doncs el nostre model 

d’isquèmia focal produeix la mobilització de les EPCs al poc temps de l’inici de la 

isquèmia. Aquest augment en l’alliberació d’EPCs sembla ser transitori ja que a les 24 
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hores es recuperen els nivells previs a la isquèmia. Aquest perfil temporal és similar a 

l’observat en pacients amb trauma vascular, que van mostrar un increment en la 

mobilització d’EPCs entre les 6 i les 12 hores després del dany isquèmic i un retorn als 

valors basals a les 48 hores (203). També els resultats previs del nostre grup havien 

mostrat un augment dels nivells d’EPCs mesurades per citometria en pacients d’ictus 

agut (entre 3 i 24 hores després de la isquèmia) però no es van veure diferències 

significatives respecte als controls en moments posteriors de la malaltia (130).  

A més de la mobilització en termes de recompte d’EPCs també hem estudiat l’efecte 

de la isquèmia cerebral en la funcionalitat de les EPCs, comparant per primera vegada 

la capacitat vasculogènica d’EPCs d’animals amb isquèmia cerebral i controls. Els 

estudis de tubulogènesi in vitro presentats en l’article 3 van mostrar un augment 

significatiu de la funcionalitat en les EPCs provinents d’animals isquèmics, que 

realitzaven un major nombre d’estructures tubulars que les EPCs provinents d’animals 

control, dibuixant així una xarxa vascular més extensa. Els nostres resultats 

d’angiogènesi a temps real (captant una imatge cada 30 minuts) van permetre 

identificar per primer cop un patró de formació de xarxes vasculars en Matrigel™ en 

dues fases: la de construcció (en les primeres 10-12 hores) en que les EPCs assoleixen 

la seva capacitat màxima de tubulogènesi, i una fase de remodelació en la que sense 

incrementar aquesta extensió màxima al llarg dels temps les EPCs segueixen 

modificant constantment les connexions entre cèl·lules en un moviment dinàmic 

constant. Recolzant aquestes dades, un estudi recent en isquèmia cerebral en rates va 

demostrar que el trasplantament de cèl·lules mare mesenquimals derivades de 

medul·la òssia sotmeses a isquèmia (hipòxia in vitro) millorava la recuperació funcional 

dels animals respecte al transplantament de les cèl·lules control (205). Un estudi previ 

també en rates i en el que administraven també cèl·lules mesenquimals, havia mostrat 

també un increment en la millora funcional i un major augment de l’angiogènesi en els 

animals que havien rebut cèl·lules provinents de rates isquèmiques (206). En ambdós 

estudis l’efecte terapèutic de les cèl·lules isquèmiques s’associava amb un augment de 

la secreció de factors de creixement per part d’aquestes, que explicaria un increment 

en l’efecte paracrí del tractament. En el nostre estudi les EPCs mostraven ser més 

funcionals després de la isquèmia, però no podem fer cap associació amb la secreció 
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de factors ja que no vam determinar el seu secretoma. El proper pas seria estudiar si 

aquesta major funcionalitat de les EPCs isquèmiques es tradueix en una major eficàcia 

d’una teràpia cel·lular basada en EPCs en un model animal in vivo, així com demostrar 

si l’activació funcional de la isquèmia també es produeix en cèl·lules humanes. En 

relació a la modulació de la funcionalitat de les EPCs en les diferents fases de l’ictus, un 

estudi previ del nostre grup ja vam mostrar diferències significatives en la capacitat 

tubulogènica de les EPCs obtingudes en diferents fases de la malaltia (< 24 hores 

versus > de 24 hores), sent superior en fases més tardanes (130). 

Els resultats obtinguts fins al moment ens demostren que la isquèmia cerebral 

estimula la funcionalitat de les EPCs in vitro, així com la seva mobilització in vivo, i 

suggereixen uns possibles millors resultats en trasplantaments de cèl·lules obtingudes 

de pacients isquèmics ja que podrien ser més funcionals que de cèl·lules provinents de 

controls en futurs assajos clínics. Com s’ha discutit en l’apartat anterior, la secreció de 

factors de creixement per part de les cèl·lules és clau per explicar el seu potencial 

terapèutic i per tant esperaríem un major efecte en el tractament en el cas de cèl·lules 

que secretin majors nivells de factors, com podrien ser les isquèmiques.  
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4.4 La deficiència de MMP-9 disminueix el número d’EPCs in vivo i 

compromet la seva funcionalitat in vitro  

 

Com hem descrit en la introducció, la MMP-9 és una proteasa clau en la mobilització 

de les cèl·lules progenitores de la medul·la òssia (119). Un estrés patològic, com podria 

ser la isquèmia cerebral, mobilitza i recluta ràpidament les cèl·lules des de la medul·la 

òssia a la circulació tal com hem vist en el cas del nostre model experimental 

d’isquèmia cerebral per oclusió permanent de l’artèria cerebral mitja a nivell distal 

(article 3). La MMP-9 també té un paper principal en el procés de migració fins a les 

àrees afectades a través de la regulació de citocines (119). Per aquest motiu, s’ha 

descrit que els animals deficients en MMP-9 tenen deficiències en la mobilització de 

les cèl·lules mare i progenitores, entre elles les EPCs. Aquests animals no responen a 

l’estimulació de la mobilització d’EPCs en resposta a VEGF, que si que es produeix en 

animals naïve (119,207).   

Els nostres resultats presentats en l’article 3, mostren una disminució dels nivells 

d’EPCs circulants en animals deficients en MMP-9 en ratolins no isquèmics, confirmant 

com s’havia vist en estudis anteriors una reducció de la mobilització de cèl·lules 

progenitores en absència d’aquesta metal·loproteïnasa (119). Tanmateix, els nostres 

resultats mostren que 6 hores desprès de la isquèmia els nivells d’EPCs continuen 

disminuïts en ratolins deficients per MMP-9 respecte els seus wild-type, en canvi a les 

24 hores els nivells entre els dos genotips són similars. Per tant, el pic en el nombre 

d’EPCs que s’observa en animals isquèmics WT a les 6 hores es veu desplaçat a les 24 

hores quan hi ha deficiència de MMP-9. Aquests resultats, a banda de vincular la 

presència de MMP-9 amb la mobilització d’EPCs també suggereixen  que en el nostre 

model d’isquèmia poden existir altres vies de  vies de mobilització de les EPCs que no 

són dependents de MMP-9 ja que finalment si que es produeix la mobilització de les 

EPCs malgrat la deficiència de MMP-9. Hi ha diferents vies de senyalització implicades 

en la mobilització de les cèl·lules mare progenitores, algunes mediades per MMPs però 

també per altres proteïnases com la elastasa o la catepsina G (208). S’ha demostrat per 

exemple que el G-CSF activa la mobilització de les cèl·lules progenitores des de la 

medul·la òssia per vies dependents d’elastasa i catepsina (209). No coneixem bé quines 
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vies són les que activa el nostre model d’isquèmia cerebral en els ratolins deficients de 

MMP-9, i l’anàlisi dels factors angiogènics que es puguin activar de forma diferenciada 

en aquests animals respecte als animals WT seria d’interès en estudis futurs. 

A més del seu paper en la mobilització de les cèl·lules mare i progenitores, la MMP-9 

també és necessària per la neovascularització. Estudis previs van demostrar en un 

model d’isquèmia perifèrica que en animals KO en MMP-9 es produïa una inhibició de 

l’angiogènesi i una disminució del flux sanguini en l’àrea afectada (160,161). Aquesta 

deficiència era compensada quan es trasplantava la medul·la òssia d’animals WT als 

animals deficients en MMP-9 (161). En el nostre estudi (article 3), les EPCs provinents 

d’animals deficients en MMP-9 han demostrat menor capacitat tubulogènica en els 

estudis de funcionalitat in vitro. L’absència de MMP-9 provoca que tant les cèl·lules 

control com isquèmiques produeixin un menor nombre d’estructures tubulars que les 

cèl·lules WT. Tot i que en el mateix estudi demostrem que la isquèmia produeix un 

increment de la funcionalitat en les EPCs, en aquelles cèl·lules obtingudes d’animals KO 

en MMP-9, aquest increment és molt moderat i no es tradueix en una diferència 

significativa com ho era en el cas de les cèl·lules WT. Per tant, els resultats suggereixen 

que l’augment de la tubulogènesi després de l’estímul isquèmic en les EPCs depèn de 

la MMP-9. El nostre estudi va més enllà i demostrem aquesta disminució en les 

habilitats angio-vasculogèniques en inhibir farmacològicament les MMPs i 

específicament la MMP-9, tant en EPCs d’animals WT com en cèl·lules obtingudes 

d’humans sans. Estudis previs havien mostrat resultats similars (161). L’efecte de la 

MMP-9 en la vasculogènesi també s’ha avaluat en cèl·lules mamàries tumorals. La línia 

cel·lular mamària tumoral resistent a adriamicina expressa MMP-9 constitutivament i 

aquesta expressió és necessària per a la formació de tubs (210). D’altra banda, la línia 

cel·lular sensible a adriamicina (SCMF-7), que no expressa MMP-9, no pot realitzar 

estructures tubulars. L’exposició de les cèl·lules SMCF-7 a MMP-9 recombinant 

humana indueix la migració cel·lular però no la formació de xarxes tubulars. Aquestes 

dades es corresponen amb les obtingudes en les EPCs d’animals deficients en MMP-9 

tractades amb MMP-9 recombinant o amb el medi condicionat de les cèl·lules WT (que 

conté MMP-9), tractaments que no van poder revertir la seva incapacitat per a formar 

estructures vasculars. Els resultats d’aquesta tesi demostren el paper clau de la MMP-9 
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endògena en el desenvolupament de les capacitats angiogèniques de les EPCs. A partir 

d’aquestes dades caldrien més estudis per dilucidar els mecanismes exactes implicats 

en aquests processos vasculogènics dependents de MMP-9.  

La importància de la MMP-9 en la vasculogènesi de les EPCs in vitro que mostren els 

resultats d’aquesta tesi sembla que també es podria traduir en un deficiència en la 

vascularització després de la isquèmia cerebral com s’ha vist anteriorment en models 

d’isquèmia perifèrica (160,161). Tanmateix, sembla que el paper de la MMP-9 en la 

vascularització podria ser diferent segons el teixit afectat. Per exemple, en el cas de 

l’infart de miocardi es va veure una estimulació de l’angiogènesi en els animals KO en 

MMP-9 (211). L’explicació que suggereixen els autors és que la MMP-9 seria necessària 

per la vascularització de teixits que no estan altament vascularitzats com el múscul, 

l’ull o la medul·la espinal mentre que la seva presència seria deletèria en òrgans 

altament vascularitzats com el cor o els tumors en etapes tardanes. Respecte al cervell, 

en un model d’isquèmia cerebral en rata es va comprovar que la inhibició 

farmacològica a llarg termini de les MMPs disminuïa els processos de reparació, i es va 

demostrar el rol essencial de la MMP-9 en aquests processos (180). Tot i la publicació 

d’alguns estudis utilitzant inhibidors farmacològics, no coneixem cap treball sobre la 

recuperació endògena després de la isquèmia cerebral en animals deficients en MMP-

9. Caldria desenvolupar aquest tipus d’estudis per a confirmar el paper d’aquesta 

metal·loproteïnasa en l’angiogènesi i la neurogènesi i la possible aparició de 

mecanismes compensatoris. Finalment també és necessari aclarir com afectaria a la 

neuroreparació després de la isquèmia cerebral la deficiència de MMP-9 en les EPCs a 

partir d’estudis in vivo de teràpia cel·lular.  
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4.5 La importància de la reperfusió i la homologia amb l’ictus humà en els 

models animals: desenvolupament d’un model d’isquèmia cerebral 

transitòria 

 

Els models animals d’isquèmia cerebral es van començar a desenvolupar cap al 1970 

amb l’objectiu d’identificar els mecanismes responsables del dany tissular i per 

assentar les bases pe(34)r al desenvolupament de nous tractaments per a l’ictus 

(34,212). Existeixen diferents models i és important escollir el més adient per a 

l’objectiu de cada experiment. En els estudis que hem presentat hem treballat amb un 

model d’oclusió permanent i distal de l’artèria cerebral mitja en ratolí. Aquest model 

produeix un infart localitzat al còrtex cerebral, és molt reproduïble i amb molt poca 

variabilitat respecte a la mida i localització de la lesió i té una molt baixa mortalitat, 

característiques ideals per a la realització d’estudis de neuroreparació (213). S’ha 

descrit que molts dels processos de neuroreparació com la diferenciació de les cèl·lules 

progenitores neurals, l’angio-vasculogènesi o la reorganització de les sinapsis i els 

circuits neurals tenen lloc des del teixit sa del peri-infart (214). El model animal que 

hem utilitzat també és adequat per l’estudi d’aquests processos ja que ens permet 

localitzar fàcilment l’àrea afectada per l’infart així com el peri-infart, i el teixit afectat 

es limita a una sola regió cerebral com és el còrtex (35). Un altre aspecte important en 

l’elecció del model és que ens permeti avaluar la millora funcional, i per això és 

necessari que produeixi un dèficit neurològic que puguem mesurar. L’anatomia i 

fisiologia cortical dels ratolins està ben descrita, i podem conèixer que el nostre model 

afecta principalment el còrtex sensorial i motor de les extremitats anteriors així com el 

còrtex somatosensorial que controla la funció de les vibrisses (215). Estudis previs en 

ratolins així com els nostres resultats de l’article 2 han descrit que la majoria dels tests 

utilitzats són capaços de mostrar el dèficit neurològic durant les primeres 24 a 48 

hores després de la isquèmia però no en temps més tardans en que es produeix una 

recuperació endògena (216-218). Les explicacions possibles a aquestes dades poden 

ser que els animals desenvolupen alguns mecanismes de compensació des de 

l’hemisferi contralateral o que els tests utilitzats no siguin prou sensibles.  Per tant 

aquest és un aspecte avui en dia encara sense resoldre pels models d’isquèmia cortical 

en ratolí. 
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El model d’oclusió permanent i distal de l’artèria cerebral mitja que hem utilitzat en els 

nostres estudis és un model acceptat i utilitzat com demostren els estudis citats 

anteriorment. Tanmateix, els criteris establerts pel grup STAIR (Stroke Treatment 

Academic Industry Roundtable) consideren que els models d’oclusió permanent són els 

adients per als primers estudis que caldrà completar amb models d’oclusió transitòria, 

i per tant amb reperfusió del teixit (26,27). La oclusió permanent és poc freqüent en 

humans i per tant un model animal amb reperfusió mimetitzaria millor l’evolució de 

l’ictus en humans. D’altra banda la reperfusió del teixit activa els mecanismes de mort 

cel·lular necròtica i apoptòtica, de forma diferenciada a una oclusió permanent, ja que 

en els models d’oclusió transitòria el dany final és el resultat dels processos d’isquèmia 

i reperfusió (219). A més, els models transitoris, que impliquen el restabliment del flux 

sanguini després de la isquèmia, serien l’opció a escollir per a estudiar l’efecte sobre el 

teixit de possibles tractaments (farmacològics o cel·lulars) per tal d’assegurar l’arribada 

d’aquests a l’àrea afectada. Per tots aquests motius ens era necessari posar a punt un 

model d’oclusió transitòria i distal de l’artèria cerebral mitja, per a continuar els 

estudis resultants d’aquesta tesi i que ens permetés tenir un infart cortical ben 

localitzat i amb poca variabilitat però amb la reperfusió de l’àrea afectada.  

Els models que generen infart cerebral per l’oclusió distal i transitòria de l’artèria 

cerebral mitja establerts fins al moment, utilitzen com a mètodes d’oclusió de l’artèria 

un clip o una sutura (213,220,221). Es tracta de mètodes més invasius ja que 

requereixen obrir la duramàter per accedir a l’artèria, cal tenir molta destresa per no 

danyar l’escorça cerebral tenint en compte la mida tan reduïda de l’artèria en ratolins i 

sovint danyen l’artèria evitant una correcta reperfusió (32). El mètode que vam 

desenvolupar oclou l’artèria cerebral mitja per compressió mecànica a través d’una 

agulla esmussada (“roma”). Aquest mètode permet minimitzar al dany al vas i al teixit 

cerebral, té una baixa mortalitat durant la cirurgia i a llarg termini i és fàcil i ràpid de 

dur a terme. Els nostres resultats presentats en l’article 4 mostren que després de 60 

minuts d’oclusió de l’artèria per compressió i la posterior reperfusió es produeix un 

infart ben establert en ratolins de la soca Balb/c, molt similar en mida i localització al 

del model d’oclusió permanent, amb una reducció significativa del nombre de 

neurones i vasos i la presència d’astròcits reactius a l’àrea afectada així com una 
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activació de la micròglia en el peri-infart. A més, vam ésser capaços de mesurar dèficit 

neurològic en els animals isquèmics durant les primeres 48 hores després de la 

reperfusió, confirmant la presència de lesió cerebral. Com en els estudis realitzats amb 

el model permanent, el test utilitzat (corner test) que avalua l’asimetria en la 

preferència dels girs que es produeix després de la lesió, no va poder detectar cap 

afectació funcional a llarg termini. En resum, els resultats presentats demostren que 

hem posat a punt un nou mètode per a desenvolupar un model d’oclusió distal i 

transitòria de l’artèria cerebral mitja en ratolí que produeix un infart establert, i que 

tenint en compte les guies internacionals hauria de ser el proper model experimental 

per a seguir desenvolupant les nostres aproximacions terapèutiques amb EPCs o els 

seus factors de secreció en estudis in vivo.  
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5. CONCLUSIONS 
 

Les conclusions d’aquesta tesi són: 

• La regulació de les MMPs a curt i llarg termini després de l’ictus és una 

estratègia terapèutica vigent tant per a la neuroprotecció com per a 

l’estimulació dels processos de neuroreparació.  

 

• L’administració d’EPCs com dels seus factors de secreció (lliures de cèl·lules) 

són tractaments efectius que potencien l’angiogènesi i la millora funcional en 

un model d’isquèmia cerebral.  

 

• La isquèmia cerebral estimula, en un model murí, la mobilització de les EPCs a 

la circulació perifèrica i resevoris com també la seva funcionalitat in vitro.  

 

• La MMP-9 és una proteasa implicada en la mobilització de les EPCs de la 

medul·la òssia i regula les seves funcions angio-vasculogèniques.  

 

• El mètode d’oclusió distal i transitòria de l’artèria per compressió, caracteritzat 

per la producció d’una lesió localitzada i reproduïble i la presència de 

reperfusió, acompleix els criteris necessaris per a estudis de neuroreparació.  
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Article 4 

Metalloproteinase and stroke infarct size: role for anti-inflammatory 

treatment?  

Ann N Y Acad Sci. 2010;1207:123-33. 
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