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Fundamento: Aunque en los estudios de publicaci�on reciente se ha documentado un deterioro

de las c�elulas progenitoras endoteliales (CPE) relacionado con la edad, sigue por dilucidar el

papel detallado de un medio envejecido en estas c�elulas.

M�etodos: En el presente estudio se usaron ratas hembra Sprague-Dawley de 2 meses y 20

meses de edad. Las CPE aisladas de ratas j�ovenes (CPEJ) y añosas (CPEA) se cultivaron

con suero joven o añoso. La migraci�on y proliferaci�on de las CPE se detectaron con una c�amara

de Boyden modificada y un an�alisis MTT, respectivamente. La diferenciaci�on de las CPE se

detect�o mediante reacci�on en cadena de la polimerasa retrotranscriptasa (RCP-RT) o mediante

clasificaci�on de las c�elulas activadas por fluorescencia; la expresi�on de la prote�ına Akt y Akt fos-

forilada se detect�o mediante inmunoelectrotransferencia. En modelos de lesi�on de la arteria

car�otida de rata se efectu�o trasplante de CPE.

Resultados: El suero joven favorece significativamente lamigraci�on, proliferaci�on y diferenciaci�on

de las CPEA y aumenta la actividad de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3-K), al igual que de la �oxido

n�ıtrico sintasa endotelial comparado con el suero añoso; las expresiones de la prote�ına Akt total y

Akt fosforilada en las CPEA tambi�en se regulan significativamente al alza por el suero joven. El

n�umero de CPEA trasplantadas en lugares de lesi�on vascular en el modelo de lesi�on de la arteria

car�otida en rata joven aument�o significativamente comparado con el de losmodelos añosos. Estos

efectos podr�ıan ser atenuados por la wortmanina, un inhibidor espec�ıfico de PI3-K.

Conclusi�on: Un medio joven restablece parcialmente la disminuci�on de la actividad de la CPEA

y favorece la migraci�on de estas c�elulas a los lugares de lesi�on vascular; la activaci�on de la v�ıa

de señalizaci�on PI3-K/Akt es, como m�ınimo en parte, responsable de este proceso.

INTRODUCCI �ON

El declive del potencial de regeneraci�on de los teji-

dos es la caracter�ıstica distintiva del envejecimiento

y, en parte, se debe a los cambios relacionados con la

edad de las c�elulas madre (citoblastos) espec�ıficas de

tejido1,2. En estudios recientes efectuados con ratas

se ha revelado un deterioro sustancial dependiente

de la edad de la angiog�enesis3, que se asocia con

factores que incluyen un cambio del n�umero de

c�elulas progenitoras endoteliales (CPE) en lam�edula

�osea y sangre perif�erica y alteraciones de las
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propiedades de las CPE4,5. Se ha descrito que la

transfusi�on de CPE derivadas dem�edula �osea de rata

joven (CPEJ) a ratas añosas mejor�o m�as

r�apidamente la funci�on angiog�enica del miocardio

afectado que la transfusi�on de c�elulas derivadas de

ratas añosas6 (CPEA), lo que sugiere que las CPEJ

tienen mejores propiedades en relaci�on con la

angiog�enesis que las CPEA. No obstante, aunque los

tejidos seniles y las c�elulas madre derivadas de

individuos seniles poseen un menor potencial

regenerativo y se asocian a un deterioro de la acti-

vidad, comparadas con las derivadas de individuos

j�ovenes, estos estados pueden invertirse con un

medio apropiado. Carlson et al7 demostraron que el

m�usculo senil se regeneraba satisfactoriamente

cuando se injertaba en el m�usculo de un hu�esped

joven. Un estudio in vitro efectuado con ratones

tambi�en sugiri�o que el suero de individuos j�ovenes

aumentaba significativamente la proliferaci�on de

c�elulas sat�elite asociadas a miofibras en cultivos

seniles, comparado con el suero de ratones añosos,

lo que sugiere adicionalmente que el suero joven

restableci�o la regulaci�on al alza del ligando Notch

(Delta) y la activaci�on de este ligando en c�elulas

sat�elites seniles8. El microentorno es la base de la

regulaci�on de la proliferaci�on, diferenciaci�on y

participaci�on de la c�elula madre o citoblasto en la

regeneraci�on tisular; estos datos in vivo o in vitro

demostraron que los componentes en un medio

joven fueron capaces de mejorar los aspectos

moleculares y celulares del declive en la activaci�on

de las c�elulas madre musculares derivadas de indi-

viduos seniles; no obstante, sigue por dilucidar el

papel de un medio senil en la actividad de las CPE.

La fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3-K), con su efec-

tor anter�ogrado directo Akt, desempeña un impor-

tante papel en la regulaci�on de m�ultiples procesos

celulares, como la migraci�on, proliferaci�on y

diferenciaci�on celular9,10. La activaci�on de esta v�ıa

de señalizaci�on tiene implicaciones fisiopatol�ogicas

significativas en las CPE, como la facilitaci�on de su

proliferaci�on, migraci�on y capacidad formadora de

colonias a trav�es de la regulaci�on al alza de la

actividad de la �oxido n�ıtrico sintasa endotelial

(eNOS). Dichos efectos podr�ıan atenuarse farma-

col�ogicamente mediante el bloqueador espec�ıfico

de PI3-K, la wortmanina o LY29400211 y la

inactivaci�on del gen de la fosfoinos�ıtido 3-cinasa

gamma deteriorar�ıa la neovascularizaci�on postis-

qu�emica y las funciones de las CPE12. Sin embargo,

tambi�en sigue por dilucidar el papel de la v�ıa de la

PI3-K en los cambios de la actividad de las CPE

inducidos por el medio. En consecuencia, prestamos

atenci�on a los efectos de un medio senil sobre la

actividad de las CPE y la responsabilidad de la v�ıa de

señalizaci�on PI3-K/Akt.

MATERIALES Y M�ETODOS

Preparaci�on del suero y cultivo de CPE

Para efectuar los experimentos, se usaron ratas

hembra, sanas Sprague-Dawley (de 2 y 20 meses

de edad, proporcionadas por el Institute of Zoology

del Daping Hospital, Third Military Medical Univer-

sity, Rep�ublica Popular de China). Todos los proce-

dimientos fueron aprobados por el comit�e de

investigaci�on con animales de la Third Military

Medical University, y la investigaci�on cumpli�o con

la Guide for the Care andUse of Laboratory Animals,

publicada por los US National Institutes of Health

(NIH Publication 85-23, revisada en 1996). El suero

de rata se prepar�o del modo siguiente: se anestesi�o a

ratas hembra j�ovenes (2meses de edad) y añosas (20

meses de edad) con una inyecci�on intraperitoneal de

hidrocloruro de xilacina (4,6 mg/kg de peso corpo-

ral; Sigma, St. Louis, MO) e hidrocloruro de keta-

mina (70 mg/kg de peso corporal, Sigma); la sangre

se obtuvo directamente del coraz�on con jeringas y se

centrifug�o a 3.000 rpm durante 10 min (centr�ıfuga

GPR; Beckman, Fullerton, CA); acto seguido, el

plasma se incub�o en un baño de agua termost�atica a

4 �C durante toda la noche y se centrifug�o de nuevo

durante 30 min; el suero se agrup�o para la

inactivaci�on de los complementos a 65 �C durante

30 minutos; tras filtraci�on as�eptica con membrana

de filtro con un poro de 0,22 mm tres veces, el suero

se recogi�o y mantuvo refrigerado a e20 �C para

experimentos adicionales.

Las CPE se cultivaron de acuerdo con las t�ecnicas

descritas previamente, que pueden reducir con efica-

cia y espectacularmente el n�umero de monocitos

contaminantes, incluidas las c�elulas endoteliales

(CE) maduras13-16. En pocas palabras, las c�elulas

mononucleares derivadas de la m�edula �osea total

(CMN) se aislaron de los f�emures y tibias de las ratas

mediante centrifugaci�on de gradiente de densidad

con la soluci�on de separaci�on Ficoll (Amersham

Biosciences, ArlingtonHeights, IL). LasCMNaisladas

semantuvieronenunmediodeEaglemodificadopor

Dulbecco (DMEM)/medio modificado F12 de Ham

(3:1,DMEM/F12; Sigma) suplementado conun20%

(v/v) de suero bovino fetal (SBF) o un 2% (v/v) de

SBF combinado con un 20% (v/v) de suero de rata

joven o añosa, respectivamente, factor de creci-

miento endotelial vascular (VEGF, 20 ng/ml; Sigma),

factor de crecimiento fibrobl�astico b�asico (bFGF, 5

ng/ml; R&D Systems, Mine�apolis, MN), factor 1 de

crecimiento similar a la insulina murino
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recombinante (IGF-1, 10 ng/ml; RD Systems), factor

de crecimiento epid�ermico humano recombinante

(EGF, 5 ng/ml; Clonetics, Wakersville, MD), penici-

lina (100 U/ml), y estreptomicina (100 U/ml) y se

cultivaron en placas (1 x 106 c�elulas/cm2) revestidas

con fibronectina humana. Estas c�elulas no adhe-

rentes se translocaron 24 h m�as tarde para ser culti-

vadas en frascos con medio fresco de cultivo

revestidos confibronectinahumana (Sigma).Al cabo

de 4 d�ıas, se lavaron extensamente las c�elulas adhe-

rentes para eliminar las c�elulas no fijadas y se

remplaz�o elmedio por uno fresco que se cambi�o cada

2 d�ıas.

Para un estudio adicional, despu�es de 4 d�ıas de cul-

tivo con suero joven o senil, las CPE se tripsinizaron

con un 0,25% de tripsina, se lavaron con suero salino

tamponado con fosfato (PBS) y se suspendieron enun

medio suplementado con un 2% (v/v) de SBF combi-

nado conun20%(v/v) de suerode rata; se sembraron

5 x 104 c�elulas por pocillo en 96 o 6 pocillos (96 well

plate/6 well plate) revestidos de fibronectina humana

y, 24 h m�as tarde, las c�elulas suspendidas se dese-

charon y se remplazaron pormedio fresco con o sin el

inhibidor de PI3-K wortmanina (10 mg/ml) en

dimetilsulf�oxido (DMSO, Sigma) a una concentraci�on

de 20 nM; el medio se cambi�o cada 2 d�ıas.

Tinci�on celular

El fenotipo CE de las CMN fijadas se confirm�o

mediante captaci�on de lipoprote�ına de baja densidad

acetilada, marcada con 1,1-dioctacedilo-3,3,3’,3’-

tetrametilindocarbocianina (Dil-ac-LDL; Invitrogen,

Carlsbad; CA) y uni�on a BS1-lectina conjugada con

FITC (Sigma), seg�un lo descrito previamente,

despu�es de4d�ıas de cultivo; las c�elulasdoblepositivas

se definieron como CPE en diferenciaci�on17,18. Las

c�elulas teñidas se identificaron con microscopio de

fluorescencia invertida (Leika, Wetzler, Alemania) y

su recuento se efectu�o con una magnificaci�on x 200.

Para la caracterizaci�onde losmarcadores de super-

ficie, la inmunofluorescencia se efectu�o utilizando

un anti-CD133 policlonal de carnero y anti-CD34

monoclonal murino (Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA). En pocas palabras, las c�elulas se

lavaron con PBS tres veces, se fijaron con metanol

fr�ıo, se mantuvieron a e20 �C durante 15 min y se

lavaron con PBS durante otros 5 min. Se añadi�o

alb�umina de suero bovino (ASB, 3%) en PBS y se

dej�o durante 30 min. Acto seguido, las c�elulas se

incubaronduranteunahora a temperatura ambiente

con anti-CD133 y anti-CD34 diluidos 1:200 con un

3% de ASB en PBS. Despu�es de un lavado con PBS,

las c�elulas se expusieron a un anticuerpo secundario

conjugado con isotiacianato de tetrarrodamina

(TRITC) o isotiocianato de fluoresce�ına (FITC)

(1:400) a 37 �C durante una hora en la oscuridad.

Como control negativo, se us�o isotipo de inmuno-

globulina G (IgG).

An�alisis de la migraci�on, proliferaci�on y

apoptosis de las c�elulas

La capacidad migratoria de las CPE se determin�o en

una c�amara de Boyden modificada (Jiangshu Qilin

Medical Equipment, Haimen, China), seg�un lo des-

crito previamente19, con algunasmodificaciones; los

poros de la membrana med�ıan 8 mm de di�ametro.

Despu�es de 10 d�ıas de cultivo, las c�elulas se tripsi-

nizaron con un 0,25% de tripsina y se lavaron con

PBS tres veces. Se suspendieron 2,5 x 105 c�elulas en

50 mm de DMEM/F12 libre de suero y factores de

crecimiento y se sembraron de nuevo en el com-

partimiento superior de la c�amara de Boyden

modificada. Se añadi�o VEGF a una concentraci�on de

50 ng/ml al compartimiento superior de las c�amaras.

Despu�es de 24 h de cultivo, las caras inferiores de los

filtros se lavaron con PBS y se fijaron con un 2% de

paraformaldeh�ıdo. Para la cuantificaci�on, las c�elulas

se tiñeron con soluci�on de Giemsa. Las c�elulas de las

caras inferiores de los filtros se contaron con una

magnificaci�on de x 200.

La actividad mitog�enica se analiz�o seg�un lo des-

crito previamente20. En pocas palabras, las CPE se

obtuvieron despu�es de 3 d�ıas de cultivo y se sem-

braron de nuevo en 96 pocillos (96 well plate) en un

medio libre de rojo fenol suplementado con un

0,5% de ASB durante toda la noche; acto seguido, se

desech�o el medio y se añadi�o a los pocillos un medio

fresco libre de rojo fenol suplementado con un 2%

(v/v) de SBF combinado con un 20% (v/v) de suero

de rata durante 4 d�ıas. Antes de efectuar la

determinaci�on de la densidad �optica (562 nm) con

un lector de placas de microcultivo (HT-7000 Plus;

Perkin-Elmer Life Sciences, Shelton, CT), las c�elulas

se suplementaron con 10 ml de bromuro 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, 5 g/l)

durante 6 h y 200 ml de DMSO durante 10 min.

La proporci�on de CPE apopt�oticas se cuantific�o

mediante un recuento manual de los n�ucleos

picn�oticos y fragmentados despu�es de tinci�on de

Hochest 3342 (Sigma), seg�un lo descrito previa-

mente20,21. En pocas palabras, tras 5 d�ıas de cul-

tivo con suero, las CPE (1 x 105 c�elulas/pocillo) se

incubaron en un medio libre de rojo fenol que

conten�ıa factor alfa de necrosis tumoral (TNF-alfa) a

una concentraci�on de 10 ng/ml; despu�es de 24 h de

cultivo, en cada pocillo, se efectu�o un recuento de

los n�ucleos picn�oticos y fragmentados teñidos con

Hochest 3342 como porcentaje de c�elulas.
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Reacci�on de polimerasa en cadena con

retrotranscripci�on

El ARN total de 1 x 106 CPE se extrajo separada-

mente utilizando Tripure Isolation Reagent (Roche,

Diagnostics, Basilea, Suiza), de acuerdo con las ins-

trucciones de los fabricantes. El ADNc first-strand se

sintetiz�o mediante retrotranscripci�on (RT) de 1,0 mg

de ARN total utilizando el kit RT de dos pasos (Pro-

mega, Madison, WI). Los cebadores se diseñaron

con el programa estad�ıstico Primer Premier 5.0

(Premier Biosoft, Palo Alto, CA), basados en las

secuencias publicadas. Todos los cebadores dise-

ñados se posicionaron en sus secuencias de exones y

se eligieron de acuerdo con las temperaturas de

fusi�on (annealing), ya que podr�ıan compartir el

mismo Thermocycler Program. La singularidad y

especificidad de cada cebador se verificaron utili-

zando el Basic Local Alignment Search Tool (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), con la devoluci�on de

los n�umeros de abordaje a Genbank: eNOS (NM_

021838) sentido 5’-atacttgaggatgtggctgtctg-3’ y

antisentido 5’-atacaggatagtcgccttcacac-3’, 450 bp;

factor de von Willebrand (vWF, XM_001066203)

sentido 5’-aggctgggtactacaaactttcc-3’ y antisentido

5’- tgacgcatgtacacaaagtcttc-3’, 408 bp; glice-

raldeh�ıdo-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, NM_

017008; utilizada como control interno) sentido 5’-

cccttcattgacct-caactacat-3’ y antisentido 5’-agg-

gagttgtcatattt-ctcgtg-3’, 326 bp. La reacci�on en

cadena de la polimerasa (RCP) se efectu�o del modo

siguiente: 95 �C durante 10 min; 38 ciclos de 94 �C

durante 30 s, 55 �C durante 30 s, y 72 �C durante un

minuto; y, acto seguido, 72 �C durante 10 min. Los

productos amplificados se sometieron a electroforesis

en gel de agarosa a 1,5% en el tamp�on �acido tris-

borato-etilenodiaminotetrac�etico (EDTA) (tamp�on

TBE) teñido con bromuro de etidio.

An�alisis de la clasificaci�on de c�elulas

activadas por fluorescencia

Las CPE se incubaron con uno de los anticuerpos

siguientes, anticuerpo CD31 monoclonal murino

(IgG1 murina) y anti-KDR monoclonal murino

(IgG1 murina), a una concentraci�on de 2,5 mg/5 x

104 c�elulas en un 1% de ASB a 4 �C durante

45 min. Acto seguido, las c�elulas se incubaron con

un anticuerpo secundario de burro conjugado con

FITC a 37 �C durante 30 min (todos estos anti-

cuerpos se adquirieron a partir de Santa Cruz Bio-

technology). Despu�es del tratamiento, las c�elulas se

fijaron en un 1% de paraformaldeh�ıdo y se efectu�o

un an�alisis cuantitativo utilizando el clasificador de

c�elulas activadas por la fluorescencia (FACS) IV

Becton-Dickson (Franklin Lakes, NJ).

An�alisis de la actividad de PI3-K y eNOS

La actividad de PI3-K se detect�o determinando la

cantidad de PI(3,4,5)P3 extra�ıdo de las c�elulas por

medio de un an�alisis de enzimoinmunosorbencia

(ELISA) de formato est�andar con el kit PIP3 Mass

ELISA (Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT).

El PI(3,4,5)P3 se extrajo de acuerdo con el protocolo

siguiente. Las c�elulas (5 x 106) se obtuvieron y

centrifugaron (525 x g, 5 min, 4 �C). El pellet se

resuspendi�o en una soluci�on de un 5% de �acido

tricloroac�etico (TCA)/1 mMde EDTA y se centrifug�o

(525 x g, 5 min). Se extrajeron los l�ıpidos neutros

añadiendo una soluci�on de MeOH:CHCl3 (2:1); la

suspensi�on se agit�o tres veces durante 10 min a

temperatura ambiente y acto seguido se centrifug�o

(525 x g, 5 min) y el paso se repiti�o una vez. Los

l�ıpidos �acidos se extrajeron añadiendo una soluci�on

de MeOH:CHCl3:12 M de HCl (80:4:1); la

suspensi�on se agit�o cuatro veces durante 15 min a

temperatura ambiente y, acto seguido, se centrifug�o

(525 x g, 5 min). El sobrenadante se mezcl�o con

CHCl3 y HCl (0,1 M), y esta suspensi�on se centrifug�o

(525 x g, 5 min) para separar la fase org�anica y la

acuosa. La fase org�anica se obtuvo y sec�o en un

sistema de secado al vac�ıo. Los l�ıpidos secados se

resuspendieronenel tamp�onPIP3 (50 mMde�acidoN-

2-hidroxietilpiperacina-N’-2-etanosulf�onico [HEPES],

150 mM de NaCl, 1,5% de Na cholate, pH 7,4)

sonicadoenunbañodeaguadurante5 minysedejaron

toda la noche a 4 �C. Despu�es de esta extracci�on, se us�o

un ELISA de acuerdo con el procedimiento del fabri-

cante (Echelson Biosciences).

La actividad eNOS se determin�o evaluando la

conversi�on de L-[guanidino-15N2] arginina a

15 N-nitrito con espectrometr�ıa de masas/

cromatograf�ıa de gases seg�un lo descrito previa-

mente22,23. Las CPE se incubaron durante 24 h a

37 �C con 5 mM L-[guanidino-15N2] arginina.

Despu�es se calcul�o el cociente de 15 N-nitrito/14 N-

nitrito formado. El �oxido n�ıtrico (NO) es inestable

pero sus subproductos nitritos y nitratos son estables.

Por lo tanto, el mejor�ındice de generaci�on de NO es

la suma de nitritos y nitratos. Se obtuvo el medio de

cultivo de las CPE y se almacen�o a e80 �C hasta la

detecci�on. El nivel de nitrito/nitrato se determin�o

seg�un lo descrito previamente24,25. En pocas pala-

bras, el nitrato se convirti�o en nitrito con nitrato

reductasa y el nitrito total se determin�o con un kit de

reactivo de Griess (Promega). La absorbancia se

determin�o a 540 nm con un espectrofot�ometro.

An�alisis de inmunoelectrotransferencia

Las prote�ınas celulares se prepararon y separaron

con electroforesis en gel de poliacrilamida
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dodecilosulfato s�odico (SDS-PAGE), seg�un lo des-

crito previamente26, normalizada para la expresi�on

de GAPDH. Tras separaci�on, las prote�ınas se trans-

firieron a una membrana de nitrocelulosa (Amers-

ham Biosciences). Las membranas se bloquearon

mediante incubaci�on en suero salino tris-tampo-

nado (pH 7,5), que conten�ıa un 0,1% (v/v) de

Tween-20 y un 5% (v/v) de leche en polvo desna-

tada durante 2 h, seguido de 2 h de incubaci�on a

temperatura ambiente con anti-Akt1 policlonal de

carnero (62v kDa), anti-fosfo-Akt1 policlonal de

conejo (Ser 473, 70 kDa) y anti-GAPDHmonoclonal

murino (37 kDa) (Santa Cruz Biotechnology). Los

filtros se lavaron extensamente en suero salino Tris

tamponado que conten�ıa un 0,1% (v/v) de Tween-

20 antes de la incubaci�on durante una hora con

anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa.

Acto seguido, las membranas se lavaron y revelaron

usando Super Signal� Chemiluminiscent Substrate

(Pierce, Rockford, IL).

Modelo de lesi�on de la arteria car�otida y

trasplante de CPE

Las lesiones de desepitelizaci�on con bal�on se efectua-

ron en la arteria car�otida de rata despu�es del procedi-

miento descrito previamente27. En pocas palabras, se

anestesi�o a las ratas mediante inyecci�on intraperito-

neal de hidrocloruro de ketamina (70 mg/kg de peso

corporal) e hidrocloruro de xilacina (4,6 mg/kg de

peso corporal). Se practic�o un abordaje de l�ınea

media en el cuello para exponer la arteria car�otida

externa izquierda. Se introdujo un cat�eter de

embolectom�ıamontado sobre bal�on de Fogarty de 2F

(Baxter Health Care, Irbvive, CA) en la arteria

car�otida externa izquierda y se hizo avanzar a trav�es

de la arteria car�otida com�un hasta el cayado a�ortico

hinchando el bal�on con suero salino (alrededor de

0,02 ml) hasta percibir una ligera resistencia y, acto

seguido, se rot�o al mismo tiempo que se tiraba de �el

hacia atr�as a trav�es de la arteria car�otida com�un para

eliminar el endotelio del vaso. Este procedimiento se

repiti�o tres veces y, a continuaci�on, se retir�o el

cat�eter. Se efectu�o ligadura de la car�otida externa y se

sutur�o el abordaje. Las arterias car�otidas de ratas que

recibieron intervenciones simuladas sirvieron como

controles. Todos los procedimientos se aprobaron y

realizaronde acuerdo con las gu�ıas denuestro centro.

El trasplante de CPE se efectu�o en los modelos de

lesi�on. Tras 4 d�ıas de cultivo, se tripsinizaron las CPE

con un 0,25% de tripsina, se lavaron con PBS tres

veces, se marcaron con 4,6-diamino-2-fenilindol

(DAPI), se suspendieron en 1 ml de suero salino y

se trasplantaron (5 x 107 c�elulas/kg de peso corpo-

ral) poco despu�es de la inducci�on mediante

inyecci�on en la vena de la cola de cada una de las

ratas con lesi�on de la arteria car�otida. En el grupo de

intervenci�on simulada se usaron los vol�umenes de

inyecci�on de suero salino correspondientes a cada

rata. La administraci�on de wortmanina (10 mg/ml

en DMSO, diluido con suero salino hasta 10 mmol/

ml antes de la inyecci�on) se proces�o ins-

tant�aneamente as�ı mismo por la vena de la cola tras

el trasplante de CPE; a cada rata de los otros grupos

se le administr�o los correspondientes vol�umenes de

solvente. Las CPE cultivadas adicionales se marca-

ron con Dil-ac-LDL como se ha descrito previa-

mente28,29 y se trasplantaron como una inyecci�on

de CPE marcadas con DAPI en modelos de lesi�on.

Acto seguido, las ratas se alojaron en un medio

cuya luz, temperatura y humedad estaban controla-

das y se les proporcion�o alimento y agua a voluntad

despu�es del trasplante de CPE. En los grupos de

inyecci�on de CPE marcada con Dil-ac-LDL, a las

0 h, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 1 d�ıa, 2 d�ıas y cuatro d�ıas

m�as tarde, con jeringas, se obtuvieron 7 ml de san-

gre directamente del coraz�on de ratas cuya car�otida

se hab�ıa lesionado, y se calcul�o el n�umero total de

CMN aisladas de la sangre; se analizaron 5 x 104

CMN seg�un lo descrito previamente28,29.

Las CPEmarcadas con Dil-ac-LDL se clasificaron a

partir de los otros tipos de c�elulas utilizando un clasi-

ficador de c�elulas FACS IV de Becton-Dickson

(Franklin Lakes, NJ). Las CMN aisladas de los grupos

de control se usaron como control negativo. La

proporci�on de c�elulas Dil-ac-LDL positivas se us�o

para representar el n�umero de CPE trasplantadas en

la sangre de losmodelos del presente estudio; los por-

centajes se convirtieron en c�elulas/ml de sangre. En

los grupos de trasplante de CPE marcadas con DAPI,

10d�ıasm�as tarde, se obtuvieron los vasos, se cortaron

y se analizaron histol�ogicamente conmicroscopio de

fluorescencia invertida tras inmunotinci�on conFvW;

como control, se us�o un isotipo de IgG. La circunfe-

rencia de la luz de cada secci�on se detect�o con el pro-

grama estad�ıstico Leica QWin y se calcularon las

proporciones entre el n�umero de c�elulas trasplan-

tadas positivas a la tinci�on DAPI en el lado luminal

de los lugares de lesi�on y la circunferencia de la luz.

An�alisis estad�ıstico

Todos los valores se expresan como media ±

desviaci�on est�andar (DE). Las diferencias entre los

datos se analizaron para la significaci�on mediante

un an�alisis de la varianza para comparaciones

m�ultiples con el programa SPSS 11.0 (SPSS, Inc.,

Chicago, Estados Unidos). Se consider�o estad�ıstica-

mente significativo un valor de p< 0,05.
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RESULTADOS

Caracterizaci�on de las supuestas CPE de

rata

Las CMN derivadas de m�edula �osea de rata añosa y

joven pueden diferenciarse en c�elulas con fenotipos

CPE en un medio que contenga factor de creci-

miento endotelial, sembradas en placas revestidas

de fibronectina. Como se muestra en la figura 1A,

algunas de las CMN se dispon�ıan en forma de

cintur�on (a) o en una estructura similar a un racimo

(b) en el segundo d�ıa despu�es de la inoculaci�on. La

c�elulas cultivadas mostraron una estructura similar

a un cord�on despu�es de 3 d�ıas de cultivo (c), la

formaci�on de focos apareci�o al cabo de unas 2 sema-

nas (d), y la estructura tubulorreticular apareci�o al

cabo de unas 4 semanas (e). Aunque las CMN aisla-

das de ratas j�ovenes tuvieron un aspecto mejor dis-

tribuido que las de grupos seniles, en ambos

grupos las c�elulas unidas mostraron b�asicamente la

misma morfolog�ıa e indujeron el mismo patr�on de

diferenciaci�on con el microscopio �optico. Tras 14

d�ıas de cultivo, se analiz�o la capacidad formadora

de colonias; comparado con la del grupo senil, la

capacidad del grupo joven aument�o significativa-

mente (32,8 ± 3,5/pocillo comparado con

24,1 ± 4,2/pocillo, p< 0,01) (fig. 1B).

Los fenotipos CE se caracterizaron como doble

positivos para la captaci�on de Dil-ac-LDL (rojo) y la

uni�on a lectina (verde) despu�es de 4 d�ıas de cultivo

(fig. 1C, izquierda). El recuento de 10 campos

visuales (x 200) al azar con microscopio de fluo-

rescencia invertida revel�o que el porcentaje de

c�elulas doblepositivas enel grupo senil (82,8 ± 8,7%)

fue significativamente m�as bajo que en el grupo

joven (92,1 ± 3,4%) (p< 0,05) (fig. 1C, derecha). La

inmunotinci�on demostr�o que las CPE cultivadas ex

presaron CD34 (41,2 ± 5,4% y 32,3 ± 6,6% en el

grupo joven y senil, respectivamente) (fig. 1D) y

CD133 (19,3 ± 3,8%y 12,7 ± 3,7% en el grupo joven

y senil, respectivamente) (fig. 1E), lo que indic�o los

fenotipos de la c�elulamadre/progenitora. En el grupo

de isotipode IgGno sedetect�ofluorescencia (datosno

mostrados).

Efectos del suero joven y senil sobre la

funci�on y apoptosis de la CPE

Las unidades formadoras de colonias (UFC) de las

CPE se evaluaron despu�es de 2 semanas de cultivo;

el porcentaje de CPE doble positivas para la

captaci�on de Dil-ac-LDL y uni�on a UEA-1 se detect�o

despu�es de 4 d�ıas de cultivo; lamigraci�on y apoptosis

de la CPE se verificaron seg�un lo descrito en ‘‘Mate-

riales y m�etodos’’ (fig. 2A). El n�umero de UFC,

n�umero de c�elulasmigradas y los porcentajes de CPE

doble positivas para la captaci�on de Dil-ac-LDL y

UEA-1 en las CPEA cultivadas con suero joven

aumentaron significativamente comparado con los

de cultivadas con suero senil (UFC 23,7 ± 2,3/pocillo

frente a 16,4 ± 2,1/pocillo, p< 0,01; porcentaje de

c�elulas doble positivas 79,8 ± 3,9% frente a

68,9 ± 2,8%, p< 0,01; n�umero relativo de c�elulas

migradas 1,432 ± 0,097 frente a 1,000 ± 0,011,

p< 0,01). El bloqueador de PI3-K wortmanina

redujo eficazmente los efectos (UFC 21,4 ± 1,2/

pocillo, p< 0,05; porcentaje de c�elulas doble posi-

tivas 75,8 ± 4,3%, p< 0,05; n�umero de c�elulas

migradas 1,322 ± 0,0096, p< 0,01). No obstante, la

funci�on de las CPEJ cultivadas con suero senil

disminuy�o significativamente comparado con la de

las cultivadas con suero joven (UFC 23,2 ± 2,1/

pocillo frente a 27,4 ± 1,8/pocillo, p< 0,05; por-

centaje de c�elulas doble positivas 84,3 ± 4,5% frente

a 91,5 ± 5,6%, p< 0,05; n�umero relativo de c�elulas

migradas 1,348 ± 0,089 frente a 1,739 ± 0,035,

p< 0,01). El porcentaje de c�elulas apopt�oticas en las

Fig. 1. C�elulas mononucleares (CMN) derivadas de rata añosa diferenciadas en c�elulas con fenotipos de c�elulas pro-

genitoras endoteliales (CPE) en un medio que conten�ıa factor de crecimiento endotelial vascular (VEGA) en placas

revestidas de fibronectina. A CMN dispuestas en forma de cintur�on (a) y en una estructura de tipo racimo (b) en el

segundo d�ıa tras la inoculaci�on. Las c�elulas cultivadas mostraron una estructura de tipo cord�on despu�es de 3 d�ıas de

inoculaci�on (c), la formaci�on de focos apareci�o al cabo de unas 2 semanas (d) y al cabo de otras 4 semanas apareci�o una

estructura tubulorreticular (e). B Despu�es de 14 d�ıas, se analiz�o el n�umero de unidades formadoras de colonias (UFC)

en el grupo joven y senil, n¼ 6. C Los fenotipos CEP se caracterizaron por ser doble positivos a la tinci�on con lipo-

prote�ına de baja densidad acetilada, marcada con 1,1-dioctacedilo-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina (Dil-ac-LDL)

(rojo) y uni�on a lectina (verde); los dos dibujos en el pie de C son los controles negativos (CN) correspondientes a la

captaci�on de Dil-ac-LDL y uni�on a la lectina; se calcularon los porcentajes de c�elulas doble positivas, n¼ 10. La

inmunotinci�on sugiri�o que las CPE expresaban CD34 (D) y CD133 (E); la integridad celular se document�o mediante

tinci�on nuclear con 4,6-diamino-2-feniliindol (DAPI) (azul), y se calcularon los porcentajes de c�elulas positivas, n¼ 6.

Los datos se expresaron como medias ± desviaci�on est�andar (DE). Se consider�o estad�ısticamente significativo un valor

de p< 0,05. aged: añosa; Cells positive for CD133 staining (%): c�elulas positivas para tinci�on CD133 (%); Cells positive

for CD34 staining (%): c�elulas positivas para tinci�on CD34 (%); CFU/well: UFC/pocillo; NC: CN; Percentage of double

positive cells (%): porcentaje de c�elulas doble positivas (%); young: joven.
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CPEA cultivadas con suero joven disminuy�o com-

parado con el de CPEA cultivadas con suero senil

(28,2 ± 4,3% frente a 42,3 ± 4,5%, p< 0,01), lo que

tambi�en pudo bloquearse parcialmente mediante

wortmanina (39,2 ± 1,5%, p< 0,05) (fig. 2B).

Efectos del suero joven y senil sobre la

proliferaci�on y diferenciaci�on de CPE

Como se muestra en la figura 3A, el �ındice de

proliferaci�on de CPEA cultivadas con suero joven

aument�o significativamente comparado con el de

CPEA cultivadas con suero senil (1,45 ± 0,22 frente

a 1,00 ± 0,07, p< 0,01), mientras que el �ındice de

proliferaci�on de CPEJ cultivadas con suero senil

disminuy�o significativamente comparado con el de

CPEJ cultivadas con suero joven (1,23 ± 0,15 frente

a 1,99 ± 0,11, p< 0,01). La wortmanina disminuy�o

significativamente el �ındice de proliferaci�on de

CPEA cultivadas con suero joven (1,22 ± 0,12 com-

parado con 1,45 ± 0,22, p< 0,05) (fig. 3A).

Despu�es de 10 d�ıas de cultivo, los resultados de la

RCP-RT demostraron que en CPEA cultivadas con

suero joven la expresi�on de ARNm de FvW y eNOS

se regularon marcadamente al alza comparado con

las de CPEA cultivadas con suero joven (FvW

2,19 ± 0,11 frente a 0,35 ± 0,09 y eNOS 2,33 ± 0,22

frente a 0,97 ± 0,07, p< 0,01, respectivamente); no

obstante, las expresiones disminuyeron significati-

vamente en CPEJ cultivadas con suero senil compa-

radocon las deCPEJ cultivadas con suero joven (FvW

2,47 ± 0,13 frente a 3,72 ± 0,19 y eNOS 2,35 ± 0,27

frente a 3,12 ± 0,34, p< 0,01, p< 0,05, respectiva-

mente). La expresi�on del ARNm tanto de FvW como

de eNOS en CPEA cultivadas con suero joven pudo

atenuarse conwortmanina (FvW0,92 ± 0,24 frente a

2,19 ± 0,11 y eNOS 1,47 ± 0,11 frente a 2,33 ± 0,22,

p< 0,01, respectivamente) (fig. 3B). Mediante

an�alisis FACS se obtuvieron resultados similares de la

expresi�on de KDR y CD31. El suero joven aument�o

significativamente su expresi�on en las CPEA com-

parado con el suero senil (KDR 26,03 ± 2,08% frente

a 17,34 ± 1,15% y CD31 57,81 ± 2,32% frente a

42,86 ± 4,07%, p< 0,01, respectivamente); estos

efectos tambi�en disminuyeron con wortmanina

(22,24 ± 1,89% y 50,11 ± 4,42%, p< 0,05) (fig. 3C).

Por el contrario, el suero senil disminuy�o la expresi�on

deKDRyCD31enCPEJ comparadoconel suero senil

(45,25 ± 3,16% frente a 52,88 ± 4,24% y

60,21 ± 5,19% frente a 68,65 ± 4,26%, p< 0,01 y

p< 0,05, respectivamente) (fig. 3C).

El suero joven aumenta la actividad de

PI3-K y de eNOS y regula al alza la Akt y

la fosforilaci�on de la expresi�on de Akt en

CPEA

Dado que la funci�on y la diferenciaci�on de las CPE

est�an, en parte, reguladas a trav�es de la v�ıa de

señalizaci�on PI3-K/Akt30, y que en nuestros expe-

rimentos la wortmanina disminuy�o, como m�ınimo

en parte, los efectos inducidos por el suero joven en

CPEA (figs. 2 y 3), examinamos si el suero derivado

de ratas añosas y j�ovenes podr�ıa influir en la activi-

dad o expresi�on de PI3-K y Akt despu�es de 10 d�ıas de

cultivo. El suero joven aument�o significativamente

la actividad de PI3-K en CPEA comparado con el

suero senil (51,6 ± 3,2 frente a 27,5 ± 2,2, p< 0,01);

no obstante, la actividad de PI3-K enCPEJ cultivadas

con suero senil disminuy�o significativamente

comparado con la de CPEJ cultivadas con suero

joven (49,7 ± 5,3 frente a 59,6 ± 4,2, p< 0,05) (fig.

4A). Como un efector retr�ogrado de PI3-K, la

expresi�on de la prote�ına Akt y Akt fosforilada en las

CPEA cultivadas con suero joven tambi�en estuvie-

ron significativamente reguladas al alza comparadas

con las de CPEA cultivadas con suero senil; al mismo

tiempo, el suero senil disminuy�o marcadamente las

expresiones de prote�ınaAkt total yAkt fosforilada en

las CPEJ comparado con el suero joven (fig. 4B).

La funci�on y diferenciaci�on de las CPE podr�ıa

estar regulada en parte a trav�es de la v�ıa de

transducci�on de señales PI3-K/Akt/eNOS31 de

modo que, en nuestro estudio, tambi�en se detecta-

ron actividad de eNOS y producci�on de NO (fig. 4C,

a). La actividad de eNOS en CPEA cultivadas con

suero joven aument�o significativamente comparado

con la de CPEA cultivadas con suero senil

Fig. 2. Efectos del suero joven y senil sobre la funci�on y apoptosis de las c�elulas progenitoras endoteliales (CPE). A

Representativas de unidades formadoras de colonias (UFC), c�elulas doble positivas a la tinci�on con lipoprote�ına de baja

densidad acetilada, marcada con 1,1-dioctacedilo-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina (Dil-ac-LDL) y uni�on a UEA-1,

capacidad migratoria y apoptosis de CPE. B An�alisis mediante histograma de la funci�on y apoptosis de las CPE. Los datos

se expresaron como medias ± desviaci�on est�andar (DE), n¼ 6. Se consider�o estad�ısticamente significativo un valor de

p< 0,05. AEPC: CPEA (CPE aisladas de ratas añosas); AS: SS (suero senil); CFU: UFC; CFU/well: UFC/pocillo;

Migration: migraci�on; Percentages of apoptotic cells (%): porcentajes de c�elulas apopt�oticas; Percentages of cells positive

for Dil-ac-LDL/UEA-1 (%): porcentajes de c�elulas para Dil-ac-LDL/UEA-1 positivas (%);Relative value of migrated cell

number: valor relativo de n�umero de c�elulas migradas; W: wortmanina; YEPC: CPEJ (CPE aisladas de ratas j�ovenes); YS:

SJ (suero joven).
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Fig. 3. Efectos del suero joven y senil

sobre la proliferaci�on y diferenciaci�on de

las c�elulas progenitoras endoteliales

(CPE).A An�alisis mediante histograma de

la proliferaci�on y diferenciaci�on de CPE,

n¼ 6. Los datos se normalizaron con

respecto al grupo de CPE añosas (CPEA)

cultivadas con suero senil. B Efectos del

suero sobre la expresi�on de ARNm del

factor de von Willebrand (FvW) y de

�oxido n�ıtrico sintasa endotelial (eNOS) en

las CPE despu�es de 10 d�ıas de cultivo. Se

muestra una imagen representativa de la

reacci�on en cadena de la polimerasa

retrotranscriptasa (RCP-RT), y se pro-

porciona un an�alisis de la imagen de las

bandas. Los resultados se repitieron 4

veces. C An�alisis de c�elulas activadas por

la fluorescencia (FACS) de la expresi�on de

CD31 y KDR en CPE despu�es de 10 d�ıas

de cultivo. Los datos se expresaron como

medias ± desviaci�on est�andar (DE), n¼ 6.

Se consider�o estad�ısticamente significa-

tivo un valor de p< 0,05. AEPC: CPEA;

Aged cell: c�elula senil; AS: SS; CD31

expression (n¼ 6): expresi�on de CD31;

eNOS: �oxido n�ıtrico sintasa endotelial;

Isotype control: control de isotipo; KDR

expression (n¼ 6): expresi�on de KDR

(n¼ 6); Marker: marcador; mRNA

expression (objective/GAPDH): expresi�on

de ARNm (objetivo/GAPDH); Prolifera-

tion index: �ındice de proliferaci�on; vWF:

FvW; W: wortmanina; YEPC: CPEJ;

Young cell: c�elula joven; YS: SJ.
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(0,0067 ± 0,003 frente a 0,0048 ± 0,0004, p< 0,01)

y esta activaci�on pudo atenuarse eficazmente con

wortmanina (0,0061 ± 0,005, p< 0,05). El suero

senil tambi�en inhibi�o la actividad de eNOS en CPEJ

comparado con el suero joven (0,0065 ± 0,0002

frente a 0,0076 ± 0,006, p< 0,01). La producci�on de

NO (fig. 4C, b) en CPEA cultivadas en suero joven

tambi�en aument�o significativamente comparado

con las cultivadas con suero senil (7,65 ± 0,92 frente

a 5,01 ± 1,05, p< 0,01), y tambi�en fue posible

reducir este efecto con wortmanina (69,25 ± 0,97,

p< 0,05). Al igual que para las CPEJ, en el grupo de

suero senil tambi�en se identific�o una disminuci�on

significativa de la concentraci�on de NO (7,45 ± 0,45

frente a 11,3 ± 1,35, p< 0,01).

Aumento del n�umero de CPEA que par-

ticipan en la reendotelizaci�on de la pared

vascular lesionada de ratas j�ovenes

Para obtener pruebas adicionales de que un medio

senil podr�ıa modular la actividad de las CPE, efec-

tuamos experimentos en modelos de lesi�on de arte-

ria car�otida de rata (fig. 5). A los 12 d�ıas de la lesi�on

carot�ıdea, se obtuvieron los vasos y se sometieron a

an�alisis histol�ogico. La figura 5B muestra un ejem-

plo representativo de formaci�on neointimal alta-

mente reproducible en una arteria tras la lesi�on,

comparado con una arteria car�otida no lesionada

(fig. 5A). El trasplante de CPE se efectu�o enmodelos

de lesi�on.

Como se muestra en la figura 5C, el n�umero de

CPE trasplantadas en sangre perif�erica se encontr�o

en un estado din�amico despu�es del trasplante. La

concentraci�on de c�elulas Dil-ac-LDL positivas en

sangre perif�erica aument�o considerablemente

incluso al cabo de una hora del trasplante en todos

los grupos; los valores m�aximos aparecieron a las

3 h (CPEA + rata añosa 471,5 ± 21,4, CPEA + rata

joven 501,7 ± 41,3, CPEJ + rata añosa 579,4 ± 43,6 y

CPEJ + rata joven 581,5 ± 37,2; n¼ 10), persistieron

en niveles altos hasta un d�ıa despu�es del trasplante

y, acto seguido, disminuyeron. No se identificaron

cambios significativos entre los valores m�aximos de

CPEA trasplantadas en el grupo joven y senil (joven

frente a senil 501,7 ± 41,3 frente a 471,5 ± 21,4,

n¼ 10; p> 0,8) o CPEJ trasplantadas al grupo joven

y senil (joven frente a senil 581,5 ± 37,2 frente a

479,4 ± 43,6, n¼ 10; p> 0,7) (fig. 5D).
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Vol. 23, N.º 4, 2009 Fosfatidilinositol 3-cinasa/Akt y envejecimiento de c�elulas progenitoras endoteliales 585



El an�alisis histol�ogico se efectu�o en los grupos de

trasplante de CPE marcadas con DAPI. Los resulta-

dos demostraron que pod�ıa identificarse fluorescen-

cia inespec�ıfica en el grupo tanto de trasplante de

CPE como el simulado; sin embargo, en el lado lumi-

nal de este �ultimo no se detectaron CPE DAPI posi-

tivas (figs. 5E-G). En el grupo de trasplante de CPE

marcadas con DAPI, se encontraron c�elulas doble

positivas para la tinci�on DAPI y FvW (figs. 5H-J), lo

que sugiere que las CPE trasplantadas se reclutaron

hasta los lugares de la lesi�on y pose�ıan fenotipos

endoteliales.

En el lugar de la lesi�on, la cuantificaci�on de CPE

teñidas con DAPI (fig. 6) demostr�o que las pro-

porciones del n�umero de CPEA trasplantadas y la

circunferencia de la luz en ratas añosas disminuye-

ron significativamente comparado con las del grupo

de ratas j�ovenes (3,2 ± 1,1 frente a 8,2 ± 0,8,

p< 0,01); la wortmanina tambi�en redujo este efecto

razonablemente (6,5 ± 1,2, p< 0,05). Cuando las

CPEJ se trasplantaron en ratas añosas, las pro-

porciones disminuyeron significativamente, com-

parado con las del grupo joven (1,4 ± 1,8 frente a

11,6 ± 2,4, p< 0,05).

DISCUSI �ON

El trasplante de CPE como estrategia terap�eutica

para las enfermedades vasculares se consider�o tan

pronto como se descubri�o32,33. Sin embargo, la

capacidad de estas c�elulas para la correcci�on del

endotelio lesionado o el remodelado vascular

despu�es del trasplante est�a regulada por muchos

factores, siendo el envejecimiento uno de los m�as

importantes que regulan su actividad e influye en

los resultados de las aplicaciones de estas

c�elulas3,6,34. Las CPEA tienen un potencial signifi-

cativamente reducido de proliferaci�on, migraci�on y

formaci�on de clonas comparado con las CPEJ. La

transfusi�on de estas �ultimas a ratas añosas mejor�o

con m�as facilidad la funci�on angiog�enica del mio-

cardio deteriorado que la de CPEA6. Por una parte, el

envejecimiento puede influir directamente en las

CPE como consecuencia del agotamiento de la

actividad3,5. Por otra parte, el envejecimiento afecta

indirectamente a las c�elulas madre, a trav�es de

acciones en su medio, lo que se traduce en cambios

del perfil del factor de crecimiento angiog�enico y un

aumento de sustancias t�oxicas en el microentorno.

Ambos dan lugar a un deterioro de la respuesta

vascular de estas c�elulas a los factores de crecimiento

endotelial y a una disminuci�on del potencial de estas

c�elulas para la regeneraci�on endotelial35,36. Aunque

las c�elulas madre/progenitoras de tejidos o de indi-

viduos seniles se caracterizan por una disminuci�on

de la actividad y pueden dar lugar al fracaso de la

regeneraci�on tisular, la activaci�on de estas c�elulas

puede restablecerse en un medio apropiado1. El

declive del potencial de regeneraci�on de un tejido se

debe hasta cierto punto a los cambios relacionados

con la edad de las c�elulas madre espec�ıficas de tejido.

No obstante, Carlson et al7 demostraron que el

m�usculo senil se regeneraba satisfactoriamente

cuando se injertaba en un hu�esped joven; la

exposici�on de c�elulas sat�elite derivadas de ratas

añosas a suero joven daba lugar a una mayor

expresi�on del ligando Notch (Delta) y a un aumento

de la proliferaci�on8, lo que sugiere que la capacidad

de regeneraci�on intr�ınseca de las c�elulas madre

permanece en buena parte intacta incluso cuando

envejecen; despu�es de un trasplante, la actividad de

las c�elulas madre/progenitoras podr�ıa estar modu-

lada por factores sist�emicos en unmedio relacionado

con el envejecimiento.

En el presente estudio, demostramos que el suero

joven favoreci�o significativamente la actividad fun-

cional de las CPEA comparado con el suero senil; por

el contrario, el suero senil inhibir�ıa la actividad de

las CPEJ, lo que sugiere que un medio envejecido

podr�ıa modular las acciones fisiol�ogicas de las CPE

despu�es de un trasplante. Un estudio efectuado in

vivo en ratas demostr�o adicionalmente que un

medio joven puede facilitar que las CPEA participen

en la reendotelizaci�on de la pared vascular lesionada

comparado con un medio envejecido; al mismo

tiempo, el medio envejecido disminuir�ıa la capaci-

dad de las CPEJ trasplantadas para una correcci�on

endotelial.

Se sabe que numerosas v�ıas de señalizaci�on, como

Wnt, raf-ERK (cinasa relacionada con la señal extra-

celular) y Notch, son responsables de la actividad

inmunoelectrotransferencia de la expresi�on de Akt1 total (62 kDa) y Akt1 fosforilado (Ser 473, 70 kDa). Los resultados

se repitieron, como m�ınimo, 4 veces (a). An�alisis mediante histograma (b) de Akt1 total y Akt1 fosforilado. C Efectos

del suero joven y senil sobre la actividad de eNOS (a) y producci�on de �oxido n�ıtrico (NO) (b), n¼ 5. Todos los datos se

expresaron como medias ± desviaci�on est�andar (DE). En todos los experimentos se consider�o estad�ısticamente signi-

ficativo un valor de p< 0,05. 15 N-nitrite/14 N-nitrite ratio: ratio 15 N-nitrito/14 N-nitrito; AEPC: CPEA; AS: SS; eNOS

activity: actividad eNOS; Nitrite concentration (mmol/L): concentraci�on de nitrito (mmol/l); NO production: producci�on

de NO (�oxido n�ıtrico); objective/GAPDH: objetivo/GAPDH; PI (3, 4, 5) P3 pmol/106 cells: c�elulas PI (3, 4, 5) P3 pmol/106;

PI3-K activity: actividad PI3-K; W: wortmanina; YEPC: CPEJ; YS: SJ.

586 Zhu et al Anales de Cirug�ıa Vascular



AEPC + + - -

YEPC - - + +

AR + - + -

YR - + - +

A B

DAPI OverlayvWF

DAPI vWF Overlay
** *

E

IH J

GF

Sham group (E)

DAPI labeled EPCs to carotid

artery injured rats (H)

Corresponding vWF

staining (F) of (E)

Corresponding vWF

staining (I) of (H)

Overlay (G) of (E)

and (F)

Overlay (J) of (H)

and (I)

n=10, P>0.8

n=10, P>0. 7

C D
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celular37. PI3-K se expresa ampliamente y desem-

peña papeles decisivos en las respuestas biol�ogicas de

las c�elulas, incluida la supervivencia y la

proliferaci�on. PI3-K cataliza la conversi�on de

fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) a fosfatidfilino-

sitol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Este �ultimo sirve para

reclutar las prote�ınas contenidas en el dominio de

homolog�ıa de la plextrina (PH), como Akt, en la

formaci�on neointimal (flecha) 12 d�ıas despu�es de la lesi�on CE. En 20 ratas j�ovenes y añosas no seleccionadas se repiti�o la

formaci�on neointimal, lo que demostr�o una formaci�on neointimal altamente reproducible. Se us�o el trasplante de CPE

marcadas con 1,1-dioctacedilo-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina (Dil-ac-LDL) para identificar la concentraci�on de las

CPE trasplantadas en las muestras de sangre de los modelos de lesi�on. Los valores m�aximos en sangre perif�erica apa-

recieron a las 3 h, persistieron en niveles altos hasta un d�ıa despu�es del trasplante y, acto seguido, disminuyeron

(n¼ 10). C No se identificaron cambios significativos entre los valores m�aximos de CPEA trasplantadas en el grupo

joven y senil (n¼ 10; p> 0,8) o CPEJ trasplantadas en el grupo joven y senil 3 h despu�es del trasplante (n¼ 10;

p> 0,7). D En los grupos de trasplante de CPE marcadas con DAPI, 10 d�ıas despu�es del trasplante, se obtuvieron los

vasos y se analizaron; pudo detectarse fluorescencia inespec�ıfica en el grupo de trasplante, tanto simulado como de CPE;

sin embargo, en el lado luminal del primer grupo (E-G) no se detectaron CPE DAPI-positivas. En el grupo de trasplante

de CPE marcadas con DAPI, se encontraron c�elulas doble positivas para la tinci�on DAPI y FvW, lo que sugiere que las

CPE trasplantadas fueron reclutadas a los lugares de la lesi�on y pose�ıan fenotipos endoteliales (H-J). *CE que no mostr�o

fluorescencia azul y podr�ıa no derivar de las CPE trasplantadas. Todos los datos se expresaron como medias ± desviaci�on

est�andar (DE). Se consider�o estad�ısticamente significativo un valor de p< 0,05. AEPC +AR: CPE derivadas de ratas

añosas trasplantadas en ratas añosas; AEPC + YR: CPE derivadas de ratas añosas trasplantadas en ratas j�ovenes; AR: rata

añosa; Corresponding vWF staining (F) of (E): tinci�on FvW correspondiente (F) de (E); Corresponding vWF staining (I)

of (H): tinci�on FvW correspondiente (I) de (H); DAPI labeled EPCs to carotid artery injured rats (H): CPE marcadas con

DAPI a ratas con lesi�on de arteria car�otida (H); Overlay (G) of (E) and (F): superposici�on (G) de (E) y (F); Overlay (J) of

(H) and (I): superposici�on (J) de (H) e (I); Overlay: superposici�on; Sham group (E): grupo simulado (E); Time post

transplantation (n¼ 10): tiempo postrasplante (n¼ 10); Transplanted EPC counts/mL of blood: recuentos de CPE

trasplantadas/ml de sangre; vWF: FvW; YEPC +AR: CPE derivadas de ratas j�ovenes trasplantadas en ratas añosas; YEPC

+ rR: CPE derivadas de ratas j�ovenes trasplantadas en ratas j�ovenes; YR: rata joven.

Fig. 6. An�alisis de la migraci�on de c�elulas progenitoras endoteliales (CPE) al lugar de lesi�on vascular. Se calcularon los

cocientes entre el n�umero de c�elulas trasplantadas positivas para la tinci�on con4,6-diamino-2-feniliindol (DAPI) en el lado

luminal de los lugares de la lesi�on y la circunferencia de la luz de las secciones. El histograma es el sumario estad�ıstico de las

CPE positivas para la tinci�on DAPI. Los datos se expresaron comomedias ± desviaci�on est�andar (DE), n¼ 5. Se consider�o

estad�ısticamente significativo un valor de p< 0,05. AEPC: CPEA; AR: rata añosa; Number of cells positive for DAPI stai-

ning/mm: n�umero de c�elulas positivas para tinci�on DAPI/mm; W: wortmanina; YEPC: CPEJ; YR: rata joven.
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membrana plasm�atica. Esta �ultima, tambi�en cono-

cida como proteincinasa B, puede ser activada por

diversos factores de crecimiento de un modo depen-

diente de PI3-K y sirve de regulador multifuncional

de la biolog�ıa celular. La v�ıa de señalizaci�on PI3-K/

Akt desempeña un importante papel en la

regulaci�on, migraci�on, proliferaci�on y diferenciaci�on

de las CPE9,38. En el presente estudio encontramos

que el suero joven pudo aumentar significativa-

mente la actividad de PI3-K en las CPEA y que el

suero senil disminuy�o significativamente su activi-

dad en las CPEJ. Tambi�en se confirm�o una tendencia

similar en la expresi�on de Akt y Akt fosforilado. El

�oxido n�ıtrico puede ser secretado por las CPE y, a su

vez, desempeña un importante papel en la actividad

de estas c�elulas; puede regular la correcci�on endote-

lial y el desarrollovascular a trav�es de la regulaci�onde

la movilizaci�on y proliferaci�on de estas c�elulas

mediante activaci�on de la v�ıa de señalizaci�on PI3-K/

Akt39. Los hallazgos del presente estudio demos-

traron que la actividad eNOS y la secreci�on de NO en

las CPEA podr�ıan aumentar significativamente

mediante suero jovenpero en lasCPEJ eran inhibidas

marcadamente por suero senil. Los efectos en las

CPEA inducidos por un medio joven pudieron ser

atenuados en parte por el bloqueador de PI3-K

wortmanina, lo que sugiere que esta v�ıa de

señalizaci�on particip�o en los efectos del medio senil

sobre las CPE. Sin embargo, puesto que la wortma-

nina no produjo la abolici�on completa de los efectos

de las CPEA inducidos por el medio joven y debido a

los complejos componentes del medio relacionado

con el envejecimiento, sin duda, la v�ıa de la PI3-K/

Akt no es la �unica responsable de estos efectos; en

experimentos adicionales, deben examinarse los

papeles detallados de otras v�ıas.

Los hallazgos del presente estudio indican que los

factores sist�emicos en el medio senil pueden modu-

lar en gran parte la v�ıa de señalizaci�on molecular

decisiva para la actividad de las CPE, y el medio

sist�emico de un animal joven favorecer�ıa una

reendotelizaci�on m�as satisfactoria relacionada con

estas c�elulas, comparada con el de animales seniles.

Los estudios recientes han demostrado que algunos

factores como VEGF, IGF-I40 y los estr�ogenos20

pueden aumentar la actividad de estas c�elulas en

individuos j�ovenes y seniles; se ha observado que los

niveles de estos factores en sangre perif�erica dismi-

nuyen con el desarrollo del envejecimiento40-42. Por

el contrario, el nivel de los productos finales de

glucosilaci�on avanzada (advanced glycation end pro-

ducts [AGE]) en sangre perif�erica aumentar�a con el

envejecimiento y se ha observado que los AGE

inducen disfunci�on de las CPE43. Otros factores,

como el TNF-alfa, interleucina 1beta e interfer�on

gamma, tambi�en cambian con el envejecimiento44;

no obstante, los papeles de la mayor�ıa de estos fac-

tores en la actividad de las CPE siguen siendo des-

conocidos. Deben emprenderse estudios adicionales

para identificar sist�emicamente los factores que en el

envejecimiento tienen una influencia tan decisiva

en las CPE y examinar su mecanismo correspon-

diente. Nuestros resultados sugieren que las CPEA

conservan parte de su potencial intr�ınseco, pero que

el medio sist�emico senil les impide alcanzar una

activaci�on �ıntegra. Los hallazgos del presente estu-

dio proporcionan una nueva comprensi�on del

mecanismo de la correcci�on endotelial relacionada

con las CPE.

El presente estudio se financi�o con becas de la National Natural

Science Foundation de China (30470729 y 30700889), Military

Eleven Plan (06J013), National Plan of New Technology

Development (2006AA020902), y Natural Science Foundation

of Postdoctoral Research, Xinqiao Hospital, Third Military

Medical University (2005A0132). Deseamos expresar nuestro

agradecimiento al Dr. Huali Kang por sus consejos t�ecnicos.

BIBLIOGRAF�IA

1. Conboy IM, Conboy MJ, Smythe GM, et al. Notch-mediated

restoration of regenerative potential to aged muscle. Science

2003;302:1575-1577.

2. Kirkwood TB. Intrinsic aging of gut epithelial stem cells.

Mech Ageing Dev 2004;125:911-915.

3. Sugihara S, Yamamoto Y, Matsuura T, et al. Age-related

BM-MNC dysfunction hampers neovascularization. Mech

Ageing Dev 2007;128:511-516.

4. Hoffmann J, Haendeler J, Aicher A, et al. Ageing enhances

the sensitivity of endothelial cells toward apoptotic stimuli:

important role of nitric oxide. Circ Res 2001;89:709-715.

5. Thum T, Hoeber S, Froese S, et al. Age-dependent impair-

ment of endothelial progenitor cells is corrected by growth-

hormone-mediated increase of insulin-like growth-factor-1.

Circ Res 2007;100:434-443.

6. Edelberg JM, Tang L, Hattori K, et al. Young adult bone

marrow-derived endothelial progenitor cells restore aging-

impaired cardiac angiogenic function. Circ Res 2002;90:

e89-e93.

7. Carlson BM, Dedkov EI, Borisov AB, et al. Skeletal muscle

regeneration in very aged rats. J Gerontol 2001;56:

B224-B233.

8. Conboy IM, Conboy MJ, Wagers AJ, et al. Rejuvenation

of aged progenitor cells by exposure to a young systemic

environment. Nature 2005;433:760-764.

9. Pu DR, Liu L. HDL slowing down endothelial progenitor cells

senescence: a novel anti-atherogenic property of HDL. Med

Hypotheses 2008;70:338-342.

10. Chavakis E, Carmona G, Urbich C, et al. Phosphatidylino-

sitol-3-kinase-gamma is integral to homing functions of

progenitor cells. Circ Res 2008;102:942-949.

11. Dong XX, Hui ZJ, Xiang WX, et al. Ginkgo biloba extract

reduces endothelial progenitor-cell senescence through

augmentation of telomerase activity. J Cardiovasc Pharmacol

2007;49:111-115.

Vol. 23, N.º 4, 2009 Fosfatidilinositol 3-cinasa/Akt y envejecimiento de c�elulas progenitoras endoteliales 589



12. Madeddu P, Kraenkel N, Barcelos LS, et al. Phosphoinositide

3-kinase gamma gene knockout impairs postischemic neo-

vascularization and endothelial progenitor cell functions.

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2008;28:68-76.

13. Thum T, Fraccarollo D, Galuppo P, et al. Bone marrow

molecular alterations after myocardial infarction: impact on

endothelial progenitor cells. Cardiovasc Res 2006;70:50-60.

14. Colleselli D, Bijuklic K, Mosheimer BA, et al. Inhibition of

cyclooxygenase (COX)-2 affects endothelial progenitor cell

proliferation. Exp Cell Res 2006;312:2933-2941.

15. Henrich D, Seebach C, Wilhelm K, et al. High dosage of

simvastatin reduces TNF-alpha-induced apoptosis of endot-

helial progenitor cells but fails to prevent apoptosis induced

by IL-1beta in vitro. J Surg Res 2007;142:13-19.

16. Hill JM, Zalos G, Halcox JP, et al. Circulating endothelial

progenitor cells, vascular function, and cardiovascular risk.

N Engl J Med 2003;348:593-600.

17. Werner N, Junk S, Laufs U, et al. Intravenous transfusion of

endothelial progenitor cells reduces neointima formation

after vascular injury. Circ Res 2003;93:e17-e24.

18. Ando H, Nakanishi K, Shibata M, et al. Benidipine, a dihy-

dropyridine-Ca2+ channel blocker, increases the endothelial

differentiation of endothelial progenitor cells in vitro.

Hypertens Res 2006;29:1047-1054.

19. Gensch C, Clever Y, Werner C, et al. Regulation of endot-

helial progenitor cells by prostaglandin E1 via inhibition of

apoptosis. J Mol Cell Cardiol 2007;42:670-677.

20. Iwakura A, Luedemann C, Shastry S, et al. Estrogen-

mediated, endothelial nitric oxide synthaseedependent

mobilization of bone marrowederived endothelial progeni-

tor cells contributes to re-endothelialization after arterial

injury. Circulation 2003;108:3115-3121.

21. Luo Y, Kessel D. Initiation of apoptosis vs. necrosis by

photodynamic therapy with chloroaluminum phthalocya-

nine. Photochem Photobiol 1997;66:479-483.

22. Tsikas D, Sandmann J, Savva A, et al. Assessment of nitric

oxide synthase activity in vitro and in vivo by gas chroma-

tography-mass spectrometry. J Chromatogr B Biomed Sci

Appl 2000;742:143-153.
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