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ABSTRACT 

L’endoteli és un òrgan format per un nombre elevat de cèl·lules que recobreixen l’interior 

dels vasos sanguinis. Aquestes cèl·lules endotelials (CEs) tenen capacitat de resposta 

i davant d’un estímul danyí poden canviar el seu estat d’un fenotip basal a un activat o 

fins i tot a un disfuncional, on les seves funcions principals es veuen alterades. 

L’angiogènesi, la formació de nous tubs sanguinis, és una de les funcions endotelials 

que es veu afectada en aquesta disfunció. Aquesta capacitat té un paper important en 

molts processos, tant fisiològics com patològics, i per aquest motiu el seu estudi i la seva 

potencial modulació poden ser de gran utilitat per afrontar malalties en les que ja se sap 

que existeix una disfunció endotelial. Els objectius d’aquest treball han estat 1) posar a 

punt una tècnica per l’estudi de l’angiogènesi utilitzant CEs microvasculars en cultiu, 2) 

explorar si un estat de disfunció endotelial, com el que succeeix en pacients amb 

insuficiència renal crònica terminal (IRCT), té associada una alteració de l’angiogènesi i 

3) investigar l’efecte que pot tenir sobre aquesta funció un fàrmac protector de l’endoteli, 

com el defibrotide (DF). Els resultats obtinguts al llarg d’aquest estudi demostren que: 

1) el creixement de CEs en 3D, utilitzant un medi ric en proteïnes de la membrana basal, 

permet la formació de petits vasos o tubs; 2) la disfunció endotelial associada a la IRCT 

es caracteritza per una reducció del procés angiogènic; 3) el DF presenta un efecte anti-

angiogènic, ja que quan està present en el cultiu, les CEs no són capaces de formar 

tubs en la mateixa proporció que en una situació control. Aquest estudi presenta uns 

resultats prou significatius i interessants com per seguir investigant el paper de 

l’angiogènesi en situacions patològiques com la de la IRCT i la seva potencial modulació 

amb tractaments farmacològics com el DF. 

 

Paraules clau: endoteli, angiogènesi, insuficiència renal crònica terminal, disfunció 

endotelial, defibrotide 
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INTRODUCCIÓ 

L’endoteli és reconegut actualment com un òrgan metabòlic i endocrí altament 

actiu, que produeix multitud de molècules diferents, com per exemple hormones 

peptídiques vasoactives, factors de creixement, factors de coagulació i molècules 

d’adhesió. És l’òrgan que té la mida més gran de l’organisme i està format per milions 

de cèl·lules endotelials que recobreixen l’interior de venes, artèries i capil·lars. L’endoteli 

realitza diverses funcions vitals per a l’organisme, perquè  a més de contenir la sang, 

manté el flux sanguini a nivell venós i arterial i modula el to vascular. També regula el 

pas de cèl·lules i fluids entre la sang i els teixits, tot intervenint en fenòmens inflamatoris 

de qualsevol origen, i controla les propietats hemostàtiques de la sang. Totes aquestes 

propietats són heterogènies i variables en funció de la localització anatòmica i del 

moment en el qual s’analitzin. [1] 

L’endoteli posseeix la capacitat d’adaptar-se als canvis que l’envolten. 

Determinades condicions fisiològiques indueixen el que es coneix com activació 

endotelial, una resposta fisiològica normal en la que el fenotip de les cèl·lules endotelials 

passa d’un estat basal (antiadhesiu i anticoagulant) a un que potencia l’adhesió de 

leucòcits (proinflamatori) i que afavoreix la coagulació de la sang (procoagulant). [2] Però 

existeixen altres estímuls nocius presents a la sang o alliberats des d’altres teixits que 

poden provocar una autèntica disfunció endotelial, localitzada o generalitzada. [1, 3] En 

aquest cas, la resposta de l’endoteli pot arribar a tenir repercussions en la integritat de 

l’organisme, ja que la disfunció endotelial comporta canvis funcionals (hemostàtics, 

d’adhesivitat i migració leucocitària, del to vasomotor, de la pèrdua de la funció de 

barrera, canvis en l’apoptosi cel·lular) i canvis estructurals (vacuolització nuclear, edema 

i fragmentació citoplasmàtica, denudació i pèrdua d’adhesió a la matriu extracel·lular) 

que sovint són irreversibles. [2] La disfunció endotelial també pot produir alteracions en 

la generació de nous vasos (angiogènesi) i conseqüentment afectar a diversos 

processos de l’organisme. 

La formació de vasos sanguinis es pot produir de diverses maneres. Durant el 

desenvolupament embrionari dels mamífers, els angioblasts es diferencien a cèl·lules 

endotelials (CEs) que s’organitzen formant un laberint vascular, i aquest procés és 

conegut com a vasculogènesi. Hi ha diferents senyals que especifiquen si la 

diferenciació d’aquests vasos donarà lloc a una artèria o a una vena. [4] Posteriorment 

quan el teixit és madur, l’expansió de la xarxa vascular que es produeix s’anomena 

angiogènesi. A continuació ocorre l’arteriogènesi on els canals de CEs són coberts pels 

pericits o per les cèl·lules vasculars del múscul llis, que proporcionen estabilitat i perfusió 
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controlada. Els teixits també es poden vascularitzar per altres mecanismes, però la 

rellevància d’aquests processos no és del tot coneguda. [5] 

L’angiogènesi juga un paper important en els processos fisiològics, tant en el 

desenvolupament embrionari com en la reparació de ferides, i en els patològics com 

malalties isquèmiques, càncer, retinopatia diabètica, inflamació crònica i aterosclerosi. 

[6] Diversos estudis suggereixen que en la insuficiència renal crònica terminal (IRCT), 

en concret, existeix una disminució de l’angiogènesi i, que si es trobés la manera de 

restaurar-la, els pacients se’n podrien beneficiar ja que l’angiogènesi participaria en la 

regeneració del teixit renal. [7, 8] 

Els pacients amb IRCT presenten una aterosclerosi accelerada [9] que provoca 

l’aparició prematura de complicacions trombòtiques en comparació amb la població 

sana. [10] Aquests pacients tenen una prevalença de malaltia cardiovascular 10 

vegades superior a la de la població normal. [10, 11] L’etiopatogènia del quadre 

d’aterotrombosi accelerada en la IRCT és complexa, però sí se sap que aquest estat 

aterotrombòtic és precedit pel desenvolupament d’una disfunció endotelial associada a 

la fallida renal i al tractament substitutiu, la diàlisi. [12, 13] Estudis realitzats in vivo i in 

vitro han demostrat que en els pacients urèmics coexisteixen un alt grau de disfunció 

endotelial, un estat inflamatori crònic i un estrès oxidatiu. En el desenvolupament 

d’aquests processos patològics intervenen tant factors humorals com factors derivats de 

l’activació cel·lular. El component humoral estaria constituït per tòxics circulants 

vehiculitzats pel plasma en els pacients amb fracàs renal (amb o sense tractament 

substitutiu). Aquests tòxics serien capaços d’alterar el funcionalisme de diferents 

elements cel·lulars implicats en l’hemostàsia, com són l’endoteli, les plaquetes i els 

leucòcits. Els elements cel·lulars activats produeixen citocines que passarien a 

augmentar el component humoral. El tractament substitutiu que reben aquests pacients 

és l’hemodiàlisi, que tot i ser necessària per mantenir la vida, causa activació cel·lular i 

alliberació de citocines que realimenten el component humoral descrit. De fet, els nivells 

de citocines estan alterats als malalts urèmics hemodialitzats d’una manera similar a la 

dels estats inflamatoris. [14, 15] 

El defibrotide (DF) és un fàrmac protector de l’endoteli amb un efecte terapèutic 

en malalties vasculars. [16] Aquest fàrmac consisteix en una barreja d’oligonucleòtids 

fosfodièster que deriva de la depolimerització controlada de l’ADN de la mucosa 

intestinal de porc. [17, 18] Nombrosos estudis demostren que el DF té propietats 

profibrinolítiques i antitrombòtiques, però que sobretot és un estabilitzador de l’endoteli, 

fet que el fa especialment atractiu per testar en aquelles patologies amb una disfunció 
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endotelial associada, com la IRCT. [19] Una de les propietats a explorar del DF és el 

seu efecte sobre l’angiogènesi. Mentre un estudi afirma el seu poder antiangiogènic, [16] 

un altre defineix les seves propietats proangiogèniques tot demostrant la capacitat del 

fàrmac per promoure la reparació endotelial i la revascularització en els vasos hepàtics 

afectats. [20] 
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HIPÒTESI DEL TREBALL 

El desenvolupament d’una tècnica in vitro per avaluar l’angiogènesi pot ser útil i 

aplicable a l’estudi de patologies associades a la disfunció endotelial on la funció 

angiogènica pot estar alterada, com és el cas de la IRCT, i en la recerca de tractaments 

famacològics de l’endoteli.  

 

OBJECTIUS 

L’objectiu principal d’aquest treball de fi de grau és posar a punt una tècnica de 

recerca per estudiar l’angiogènesi en condicions fisiològiques, patològiques i 

farmacològiques. 

Els objectius concrets plantejats són els següents: 

1. Posar a punt la tècnica d’estudi de l’angiogènesi, buscant quin és el nombre òptim 

de cèl·lules que s’ha de sembrar perquè puguin créixer i formar tubs i quins són els 

millors punts temporals a estudiar per poder quantificar correctament els resultats 

obtinguts. 

 

2. Explorar si una situació patològica amb disfunció endotelial associada, com és la 

IRCT, comporta alteracions en l’angiogènesi, comparant la formació de vasos 

utilitzant cèl·lules endotelials exposades a sèrums de donants sans i sèrums de 

pacients.   

 
3. Investigar quin és l’efecte d’un fàrmac protector de l’endoteli, com és el defibrotide, 

afegint el fàrmac des de la sembra de les cèl·lules (inici de l’experiment) i afegint-

lo havent transcorregut algunes hores (on ja s’ha produït la formació de tubs) en 

les condicions control. 
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METODOLOGIA 

Cultiu de les cèl·lules endotelials 

Les CEs van ser obtingudes a partir d’una línia cel·lular comercial de cèl·lules 

endotelials microvasculars humanes immortalitzades, anomenades HMEC-1 (ATCC® 

CRL­3243TM). Després de l’obtenció, van ser cultivades en flascons amb el medi 

comercial MEM131 suplementat amb sèrum fetal boví, glutamina, factors de creixement 

i antibiòtics, en una atmosfera de CO2 (5%) i a 37ºC.  

Preparació de la placa    

La placa utilitzada per realitzar els experiments ha estat la µ-Slide Angiogenesis 

de la casa comercial Ibidi, ibiTreat (ibidi, 81506). El dia abans de la sembra de les 

cèl·lules, el Matrigel (medi de cultiu especial per realitzar estudis en tres dimensions) 

s’ha de treure del congelador i deixar-lo en gel a 4ºC a la nevera perquè es vagi 

descongelant durant tota la nit progressivament. A més, una estona abans de començar 

l‘experiment, és aconsellable deixar les puntes i la placa d’Ibidi en fred per tal de 

pipetejar el gel amb més facilitat. Per preparar la placa, s’han d’aplicar 11µL de Matrigel 

dins de cada pou, mantenint la pipeta recta i la punta al mig del pou i sense tocar la 

placa. Deixar la placa 1 hora a l’incubador a 37ºC perquè el gel polimeritzi.  

 Per ajustar la preparació de la placa, s’ha de comprovar que el volum de Matrigel 

introduït al pou és el correcte. Es col·loca la placa sobre un tros de paper mil·limetrat, a 

pocs centímetres del paper, i s’observa a través de cada pou que no es vegi ni un 

augment ni una disminució de l’escala mil·limetrada, perquè sinó significarà que el volum 

de gel no és l’adient per sembrar les cèl·lules. 

     

Placa µ-Slide Angiogenesis d’Ibidi Placa Ibidi amb Matrigel sobre el paper mil·limetrat 
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Sembra de les cèl·lules 

Abans de sembrar, s’ha de realitzar el comptatge de les cèl·lules per saber quin 

és el volum de cèl·lules necessari per acabar sembrant la concentració de cèl·lules 

marcada. Els passos a seguir des del principi són: rentar amb PBS o HANKS les cèl·lules 

que estan al flascó, tripsinitzar les cèl·lules amb 2 mL de tripsina per desenganxar-les 

del flascó i després afegir 10 mL de medi MEM131 per inactivar la tripsina, centrifugar 

les cèl·lules 5 minuts a 1100 r.p.m i finalment el pellet obtingut resuspendre’l amb 1 mL 

de medi MEM131. Després d’aquestes indicacions, s’agafen 20 µL de la suspensió 

celālular i es barregen amb 180 µL de la solució Trypan blue (0,4%) i d’aquí es pipetegen 

10 µL per fer el comptatge amb la càmera Neubauer. Amb el comptatge finalitzat es 

poden fer els càlculs per conèixer el volum exacte de suspensió cel·lular que s’ha de 

pipetejar i afegir al medi control o urèmic (10% suplementat amb sèrum humà) per 

sembrar una concentració de 10.000 cèl·lules/mL en un volum final de 50 µL per pouet.  

Quantificació dels resultats 

Per realitzar la quantificació s’han fet fotografies de cada pou amb el microscopi 

de contrast de fase i s’han analitzat amb el programa informàtic ImageJ amb l’aplicació 

d’angiogènesi. Els valors que s’han estudiat, principalment, s’han escollit a partir de la 

bibliografia consultada [8, 21] i són el nombre de nodes i d’anells i la longitud total dels 

segments (µm/mm²) que s’han creat durant la formació dels tubs. 

Seguiment de l’experiment 

Les fotografies s’han realitzat en tres temps diferents: a l’inici de l’experiment (a 

10x i 10-30 minuts després de sembrar) per poder comptar i comprovar quantes cèl·lules 

s’han sembrat, a les 4-5 hores (a 4x) per veure la fase on la formació de tubs en teoria 

és màxima i a les 20-22h (a 4x) per veure la fase estable de l’experiment, on la formació 

de tubs decreix i finalment es manté. 

Anàlisi estadístic   

Els resultats estan expressats com la mitjana de tots els experiments ± error 

estàndard de la mitjana. L’anàlisi estadístic s’ha realitzat amb dades en brut utilitzant el 

test t Student per mostres aparellades i anàlisi de variació. Els resultats són considerats 

estadísticament significatius quan P < .05. S’ha utilitzat el paquet estadístic SPSS 17.0.0 

(SPSS Inc./IBM, Armonk, NY) per analitzar tots els resultats. 
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RESULTATS  

10.000 com a nombre òptim de cèl·lules a sembrar 

Per investigar l’angiogènesi primer vam posar a punt el protocol a seguir. Per 

començar, vam fer una prova on vam sembrar diferents quantitats de cèl·lules. Vam fer 

fotografies cada 60 minuts durant les sis primeres hores, per fer un seguiment de 

l’experiment i així saber quina era la concentració òptima cel·lular per tal de veure la 

formació de tubs amb el pas del temps. Els resultats van mostrar que la millor progressió 

es podia observar als pous on s’havia sembrat la quantitat de 10.000 cèl·lules, ja que 

seguia la corba de creixement prevista (Figura 1). Els paràmetres estudiats (nombre de 

nodes i d’anells i longitud total dels segments) seguien un creixement semblant a 

l’esperat segons les indicacions de la casa comercial, on durant les primeres hores els 

valors augmenten fins assolit un màxim (fase màxima), llavors decreixen fins arribar a 

la fase d’estancament (comença aproximadament cap a les set hores), i finalment la 

corba s’aplana lentament (més de 20 hores). 

 

Figura 1. Fotografia a 10x, als 30 minuts d’haver sembrat 10.000 cèl·lules HMEC-1 en 

medi amb sèrum control (10% suplementat amb sèrum humà, filtrat). El gràfic mostra la 

formació de tubs mesurada com longitud total dels segments (µm/mm²), amb els valors 

del pic màxim entre les dues i les tres hores (6244 i 6165 µm/mm²) i l’inici de la fase 

estable a les sis hores (4877 µm/mm²). 
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Gràfic de la corba de la formació de tubs esperada del protocol d’Ibidi: 

http://ibidi.com/fileadmin/support/application_notes/AN27_Tube_Formation_Data_Analysis.pdf 

 

En la urèmia la formació de tubs és inferior a la condició control 

Per tal d’avaluar l’angiogènesi en la condició urèmica, vam comparar la formació 

de tubs exposant cèl·lules endotelials a medi suplementat amb sèrum de pacients 

urèmics (U) o sèrum control de donants sans (C). Els resultats van mostrar que en la 

condició urèmica les CEs mostren una clara tendència a disminuir la formació de tubs 

en comparació a una situació control. Tot i que en tots els paràmetres avaluats els valors 

urèmics són més baixos que els controls (Nombre de nodes 150 ± 24 en U vs. 195 ± 20 

en C; Nombre d’anells 18 ± 4 en U vs. 25 ± 3 en C; Longitud total dels segments 2003,8 

± 326,6 µm/mm² en U vs. 2444 ± 162,2 µm/mm² en C), els resultats no van ser 

estadísticament significatius (Figura 2), segurament degut a la pròpia variabilitat de la 

tècnica. Cara al futur caldria fer alguna repetició més de l’experiment, a més dels tres 

experiments realitzats en aquest treball. 
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Figura 2. Fotografies a 4x, a les 20h d’haver sembrat les cèl·lules HMEC-1 en medi amb 

sèrum control (C) i sèrum urèmic (U) (10% suplementat amb sèrum humà, filtrat). Els 

gràfics mostren el nombre de nodes, el nombre d’anells i la longitud total dels segments 

(µm/mm²) que s’han format en les condicions control i urèmia. 

 

El defibrotide té un efecte antiangiogènic inhibint la formació de novo dels tubs 

Per estudiar l’efecte pro o antiangiogènic del DF vam comparar dues condicions, 

una control sense DF (C) i l’altra amb el fàrmac afegit a l’inici de l’experiment (a les 0h) 

(DF). Els resultats obtinguts a les quatre hores d’haver sembrat mostren clarament que 

el DF és un fàrmac antiangiogènic, ja que es pot observar com la formació de tubs es 

veu reduïda quan les cèl·lules estan exposades a DF en comparació amb el control 

sense el fàrmac (Figura 3A). El nombre de nodes i d’anells quan les cèl·lules van créixer 

amb DF va ser de 390 ± 71 i 54 ± 11, respectivament; valors més baixos que els assolits 

en el control que van ser de 640 ± 77 i 94 ± 13, respectivament. Aquestes diferències 

entre les dues condicions es van mostrar estadísticament significatives P < .05, n=3 

(Figura 3A). La longitud total de segments també es va veure disminuïda 3271,2 ± 436,8 
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µm/mm² amb DF vs. 4503,3 ± 432,8 µm/mm²  en el C (Figura 3A) tot i que sense arribar 

a la significança estadística. 

Els resultats obtinguts 20h després de sembrar les cèl·lules van fer encara més 

evidents les diferències entre les dues condicions. Tots tres paràmetres estudiats van 

resultar ser molt més inferiors (P < .01, n=3) en el cas amb DF respecte el control sense 

el fàrmac (Figura 3B). Nombre de nodes 16 ± 6 amb DF vs. 168 ± 22 en C, Nombre 

d’anells: 2 ± 1 amb DF vs. 21 ± 3 en C i longitud total dels segments: 198,8 ± 64,8 

µm/mm² amb DF vs. 2138,8 ± 212,4 µm/mm²  en C (Figura 3B). 

Figura 3. (A) Resultats quatre hores després de sembrar i (B) resultats 20 hores després 

de sembrar. Fotografies a 4x després d’haver sembrat les cèl·lules HMEC-1  en medi 
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amb sèrum control (10% suplementat amb sèrum humà, filtrat) sense DF (C) i amb DF 

(DF). Els gràfics mostren el nombre de nodes, el nombre d’anells i la longitud total dels 

segments (µm/mm²) que s’han format en les condicions control i amb DF. 

 

El defibrotide té un efecte antiangiogènic desestabilitzant els tubs ja formats 

Un cop establerta la cinètica de formació de tubs en condicions controls i que el 

DF inhibia l’angiogènesi, vam voler investigar l’efecte del DF sobre tubs ja formats. Per 

aquesta aproximació vam afegir DF al cultiu quatre hores després d’haver sembrat i vam 

avaluar el percentatge (%) de decreixement del nombre de nodes i anells i de la longitud 

dels segments amb i sense el fàrmac (Figura 4). Els resultats van demostrar que el DF, 

en aquest cas, també afavoreix el decreixement dels tubs. Els resultats obtinguts són 

estadísticament significatius (P < .01, n=3) per tots tres paràmetres avaluats. Els valors 

del % de decreixement dels nodes van ser de 88 ± 2 amb DF vs. 63 ± 7 en C, dels anells: 

91 ± 1 amb DF  vs.  64 ± 7 en C, i de la longitud total dels segments: 81,8 ± 1,7 µm/mm²  

amb DF vs.  41 ± 6,4 µm/mm²  en C (Figura 4). 

Figura 4. Fotografies a 4x, 20h després d’haver sembrat les cèl·lules HMEC-1 en medi 

amb sèrum control (10% suplementat amb sèrum humà, filtrat) sense DF (C) i amb DF 
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(havent-lo afegit 4h després de sembrar) (DF). Els gràfics mostren el % de decreixement 

del nombre de nodes, el nombre d’anells i la longitud total dels segments (µm/mm²) que 

s’ha produït amb el pas del temps en la condició control i en la condició amb DF. 
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DISCUSSIÓ 

L’angiogènesi és la generació de nous vasos sanguinis a partir d’altres 

preexistents i engloba tres processos diferents, la formació de nous tubs, el brot i 

l’elongació, i la remodelació per divisió interna. [4] El paper d’aquesta funció és 

fonamental en molts processos fisiològics i patològics que es produeixen en un 

organisme viu. [22] L’angiogènesi controlada és requerida tant durant el 

desenvolupament primerenc, per generar la vasculatura perifèrica, com a l’edat adulta, 

quan és necessària per regenerar el dany tissular i el revestiment endometrial. [23] 

En relació a l’angiogènesi en una situació patològica com la IRCT, les nostres 

investigacions, utilitzant mostres de sèrum de pacients urèmics, demostren una lleugera 

disminució en la formació de nous tubs respecte a una situació control. Altres treballs 

que també han explorat la nova formació de tubs en pacients amb malaltia renal [7, 8] 

també han detectat una pobra activació i una reducció de l’angiogènesi. Aquest procés 

s’ha relacionat amb la desregulació del factor de transcripció p300/CBP (PCAF) que 

promou la transcripció de nombrosos gens amb acció proinflamatòria i està implicat en 

la regulació de l’angiogènesi i l’arteriogènesi. [24]  

En quant a la regulació farmacològica de l’angiogènesi, el defibrotide (DF) té un 

rol reconegut com a agent protector de l’endoteli. Entre d’altres aproximacions, s’han 

realitzat estudis que demostren que la incubació prèvia i contínua de les cèl·lules 

endotelials amb aquest fàrmac prevé els signes d’activació i dany de l’endoteli. [25] Tot 

i això, el seu precís mecanisme d’acció [26] i el seu efecte sobre l’angiogènesi encara 

s’ha d’esclarir. En aquest estudi hem afegit el fàrmac a temps diferents durant 

l’experiment, i tant si el DF estava present en el cultiu des del moment de la sembra de 

les CEs (a les 0 hores), com si l’afegíem quatre hores més tard, l’efecte antiangiogènic 

del fàrmac ha estat clar, ja sigui inhibint la formació de nous tubs com incrementant la 

seva desestructuració. Per tant, tot i que altres autors esmentin les propietats 

proangiogèniques del DF, [20] els nostres resultats estan en la línia dels que apunten a 

una acció antiangiogènica del fàrmac, [16] doncs demostren la capacitat inhibidora del 

DF sobre la formació de tubs i el seu efecte desestabilitzador sobre els ja formats. 

Els futurs estudis podrien estar dirigits en la recerca dels mecanismes reguladors 

de l’angiogènesi en la IRCT, ja que modular i restaurar aquesta funció de l’endoteli 

podria representar una eina terapèutica amb un gran potencial en aquelles malalties 

amb una disfunció endotelial i risc cardiovascular associats. De la mateixa manera, 

caldria continuar investigant les propietats angiogèniques del defibrotide, ja que un cop 
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establert el seu efecte protector sobre l’endoteli és fonamental conèixer com regula la 

formació de nous tubs i com influeix en els ja consolidats.   
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CONCLUSIONS 

Dels resultats obtinguts durant la realització del treball de fi de grau podem 

extreure les següents conclusions: 

1. Per tal de realitzar un correcte assaig d’angiogènesi i que les cèl·lules creixin de 

manera correcta i siguin capaces de formar tubs, el nombre òptim de cèl·lules a 

sembrar a cada pou de la placa µ-Slide Angiogenesis (Ibidi) és de 10.000. 

 

2. Per avaluar el procés d’angiogènesi in vitro i en la placa µ-Slide Angiogenesis 

(Ibidi), els millors punts temporals a estudiar són a les 0 hores (per quantificar si 

el nombre de cèl·lules sembrades és correcte), a les 4-5 hores (per considerar 

la fase màxima de la formació dels tubs) i a les 20-22 hores (per estudiar la fase 

estable de l’experiment, on la formació de tubs decreix i finalment es manté). 

 

3. Els paràmetres vàlids per poder analitzar el procés de l’angiogènesi són: el 

nombre de nodes, el nombre d’anells i la longitud total dels segments (µm/mm²). 

 
4. La disfunció endotelial associada a la insuficiència renal crònica terminal (IRCT) 

es caracteritza per una reducció de l’angiogènesi. 

 
5. El defibrotide és un fàrmac que presenta efecte antiangiogènic sobre el cultiu de 

cèl·lules endotelials microvasculars, ja que, en el nostre model experimental, 

inhibeix la formació de novo de tubs (disminueix el nombre de nodes i d’anells i 

la longitud total dels segments formats). 

 
6. L’efecte antiangiogènic del defibrotide també inclou la desestabilització dels tubs 

ja formats, doncs un cop assolida la fase màxima de l’experiment el fàrmac 

accelera la disminució del nombre de nodes i d’anells i la longitud total dels 

segments. 
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