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Viabilidad de las células y liberaciéon de
prostaciclina en células endoteliales
cultivadas de vena umbilical humana

A. Rodrz'guez-Morata’, I Garzon?, M. Alaminos*>, N. Garcia-Honduvilla?,
M.C. Sanchez-Quevedo®, J. Bujan® y A. Campos®, Granada y Mdlaga, Espaia

La construccién de sustitutos eficientes de los vasos sanguineos humanos depende en gran
manera del uso de células endoteliales cultivadas (CE) viables y por completo funcionales.
Sin embargo, hasta la fecha, se han publicado muy pocos estudios centrados en la evaluacion
de la viabilidad celular de las CE cultivadas. En la presente investigacién, hemos determinado la
viabilidad celular, la actividad del factor de von Willebrand y de la prostaciclina (PGl,) en cultivos
de células primarias de CE de la vena umbilical humana, para identificar el pase celular
especifico que es mas apropiado para el desarrollo de érganos artificiales mediante ingenieria
de tejidos. La viabilidad celular se determindé mediante la cuantificacion de la concentracién
intracelular de varios iones con microanalisis de rayos X por sonda de electrones de alta sen-
sibilidad, mientras que el factor von Willebrand se analizd mediante inmunohistoquimica y la
liberacion de PGl se cuantificé mediante radioinmunoanalisis. Los resultados de los andlisis de
la presente investigacion demuestran que el cociente K/Na fue diferente para cada pase de
células (4,72 para el primero, 4,55 para el segundo y 7,82 para el tercero), lo que sugiere que la
mayor viabilidad celular corresponde al tercer pase. En comparacion, la produccion de PGl fue
mayor en los dos primeros pases de células, con una disminucion significativa en el tercero
(6,46 + 0,10, 5,98 + 0,08, y 1,62 + 0,05 ng/ml de sobrenadante para el primer, segundo y tercer
pase, respectivamente), mientras que la expresion del factor von Willebrand fue similar en los
tres pases de células analizados en la investigacion (64,12%, 66,66%, y 65,93% de células
positivas, respectivamente). Estos datos sugieren que las células correspondientes al segundo
pase muestran el mejor cociente de viabilidad: funcionalidad y, por esta razén, deben usarse
para los protocolos de ingenieria de tejidos.

INTRODUCCION las ultimas décadas. Estas células proporcionan
limites estructurales de la sangre circulante en la
luz y sirven de superficie tromborresistente selecti-
vamente permeable'. Secretan mirfadas de media-

dores bioquimicos, que regulan el trafico de

Las células endoteliales (CE) han atraido una
atencion cada vez mayor en biologia vascular en
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hematies, el tono vasomotor, crecimiento celular y
remodelado vascular®>. Ademds, las CE participan
en los procesos inflamatorios y en los estados
sépticos y desempenan un papel basico en la
angiogénesis y la aterogénesis™®’.

Desde un punto de vista funcional, el endotelio
desempena un importante papel como mediador
de la coagulacion y como regulador del tono vascu-
lar. La primera de estas funciones se efectia
mediante la sintesis endotelial de diversas proteinas,
en particular del factor von Willebrand®, mientras
que la segunda funciéon depende principalmente de
la sintesis de diversos reguladores del tono vascular
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por el endotelio, en particular la prostaciclina®”’-®
(PGIL,). No obstante, diversos factores de riesgo (p.
ej., hipertension arterial, diabetes, envejecimiento e
inflamacion) pueden reducir marcadamente todas
estas funciones endoteliales®.

La ingenieria de tejidos aplicada a la cirugia vas-
cular ha desarrollado diferentes modelos de sustitu-
tos vasculares, cuyo objetivo es mejorar la calidad
de los injertos’'?. Los injertos producidos por
ingenieria de tejidos se parecen cada vez mas a los
vasos naturales con el uso de CE sembradas en una
estructura apropiada'®>'®. No se ha alcanzado un
consenso sobre el nimero 6ptimo de pases que
deben experimentar las CE antes de sembrarse con
diferentes técnicas de ingenieria de tejidos'®'®. El
principal problema de estos injertos es la escasa
retencion de células una vez se someten al flujo
circulatorio, debido a razones mecdanicas e, indi-
rectamente, a una reducida viabilidad de las
células'®'?.

Para determinar la viabilidad celular de los culti-
vos antes de su uso en ingenieria de tejidos, los
examenes clasicos han sido la prueba de exclusion
con el colorante azul de tripano y la determinacion
de lactato deshidrogenasa (LDH) liberada en el
medio de incubacién?>?'. Sin embargo, estos
métodos adolecen de importantes limitaciones.
Ambas técnicas se basan en la rotura de la mem-
brana celular y sabemos que, como ocurre en la fase
inicial de la apoptosis, la integridad de la membrana
no siempre refleja la viabilidad de la célula®*. Una de
las técnicas mas sensibles para su valoracion es la
cuantificaciéon del contenido iénico, en particular
de potasio y sodio. La concentracion intracelular de
estos iones se correlaciona adecuadamente con el
estado vital de las células y es un excelente marcador
de la fisiologia y viabilidad celular*****. La estrategia
mds potente para cuantificar la composicién ele-
mental total es el microanalisis de rayos X con sonda
de electrones asociada con microscopio electrénico,
que permite determinar simultaneamente las
concentraciones de los diferentes elementos y la
ultraestructura de las células*®?°. Utilizando esta
técnica analitica y morfoldgica combinada, nuestro
grupo ha cuantificado el contenido i6nico de dife-
rentes lineas de células, incluidas células U937%°,
MCF7°°, y K562°', al igual que células corneales
endoteliales®2. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha
descrito el perfil microanalitico de células vasculares
endoteliales aisladas mantenidas en cultivo.

Para identificar y evaluar la actividad celular de
CE en cultivo se han usado diversos criterios mor-
folégicos, bioquimicos e inmunolégicos®>. El prin-
cipal de estos criterios es la cuantificacion de PGI,
en el sobrenadante del cultivo, que puede detectarse
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como metabolito estable 6-ceto-PGFlalfa, y la
deteccién del factor von Willebrand en las células
cultivadas. Tanto la PGI, como el factor de von
Willebrand intervienen en dos de las funciones mas
importantes de la fisiologia de las CE”.

En la presente investigacién, examinamos el con-
tenido de diversos elementos clave (sodio, magne-
sio, fésforo, cloro, potasio y azufre) y la actividad
del factor von Willebrand y de PGI, en CE vascula-
res aisladas mantenidas en cultivo. En los subculti-
vos la viabilidad de las células se evaludé con un
microandlisis cuantitativo de rayos X con sonda
electronica con el objetivo de determinar el pase mas
apropiado para obtener CE vasculares para usar en
ingenieria de tejidos.

MATERIALES Y METODOS
Cultivos primarios y pases de CE

Se obtuvieron 12 cordones umbilicales que se pre-
servaron a 4°C en un medio esencial minimo de
Eagle (MEM) suplementado con penicilina, estrep-
tomicina y antimicéticos (Sigma-Aldrich, ST Louis,
MO). Todos los cordones umbilicales se procesaron
al cabo de 8 h.

Para obtener las CE de la vena umbilical humana,
usamos el método de Jaffe et al**. Las CE se culti-
varon en matrices de cultivo de tejido de 25 cm? con
Medium 199 Plus (Sigma-Aldrich) suplementado
con un 20% de suero bovino fetal (Sigma-Aldrich),
2 mM/l de L-glutamina, un 1% de una solucién
antibiética-antimicética y 5 mg de factor de creci-
miento de CE derivadas de plaquetas humanas
(ECGF). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en un
incubador humidificador bajo una atmédsfera de un
5% de CO,. El medio se cambio una vez cada 3 dias.

En los cultivos de células subconfluentes se
llevaron a cabo subcultivos de CE con tripsina,
una solucion de acido etilenodiaminotetraacético
(EDTA) (tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/1). Las células
se mantuvieron en cultivo hasta el tercer pase.

Microanalisis de rayos X con sonda de
electrones

Para el microanalisis de rayos X, se subcultivaron las
CE utilizando tripsina-EDTA en rejillas de oro
cubiertas con una capa fina de pioloformo (butiral
de polivinilo) (Ted Pella, Redding, CA). Las células
se sembraron a una densidad de 5.000 por rejilla y
se cultivaron en un Medium 199 suplementado
con un 20% de suero bovino fetal, 2 mM/I de
L-glutamina, un 1% de una solucién antibiotica-
antimicética y 5 mg de ECGF. Después de 24 h en
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cultivo en las rejillas, se lavaron éstas con agua des-
tilada enfriada con hielo durante 5 s para eliminar el
medio extracelular. Después del lavado, se drend el
exceso de agua de la superficie y las rejillas se con-
gelaron de inmediato en nitrégeno liquido®>>°.
Después de una criofijacion, las rejillas se colocaron
en un contenedor de aluminio preenfriado para
muestras a temperatura del nitrogeno liquido y se
desecaron por congelacion a temperaturas decre-
cientes durante 24 h en un equipo congelador-
secador E5300 Polaron (Polaron Equipment Ltd,
Watford, Reino Unido) provisto de un sistema de
bomba rotatoria de vacio. Las rejillas de oro
congeladas-secadas se recubrieron con carbono
en un sistema de vacio y se microanalizaron al cabo
de 6 h.

El microandlisis de rayos X con sonda electrénica
de las muestras se efectué con un microscopio
electronico de barrido Philips (Eindhoven, Holanda)
(MEB) provisto de un sistema microanalitico EDAX
DX-4 y un detector de dispersion de electrones en
estado sOlido. Ademas, las muestras se examinaron
mediante MEB con una combinacién de modos de
imagen electrénica secundaria (ES) y dispersion de
electrones (ED).

Para el microandlisis de rayos X, las condiciones
analiticas fueron las siguientes: dngulo de inclinacién
0°, angulo de despegue 35° y distancia de trabajo 10
mm. El voltaje de aceleracion fue de 10 kV. Todos los
espectros se obtuvieron en modo spot a 10.000 x
(equivalente a un diametro de spot de 50 nm durante
un tiempo de vida de 200 s), y el nimero de
recuentos por segundo registrados por el detector
fue del orden de 500. Todas las determinaciones
se efectuaron en el 4rea central del nucleo de la
célula. Para determinar el contenido i6nico total,
usamos el método del cociente de fondo maximo/
local’®?”*® (M/L) con referencia a los estandares
constituidos por un 20% de dextrano que
contenia cantidades conocidas de sales inorgani-
cas’’. En conjunto, cuantificamos el contenido
ionico de 35 CE vasculares cultivadas en cada
subcultivo.

Cuantificacion de PGI,

La cantidad de PGI, producido y liberado por las CE
en cultivo se calculé como la concentracion de su
producto de hidrdlisis estable, la 6-ceto-prostaglandina
Frara segun lo determinado mediante un equipo
de inmunoanalisis comercial (GE Healthcare,
Barcelona, Espana) y siguiendo las recomenda-
ciones del fabricante. Este sistema combina el uso de
6-ceto-prostaglandina Fj,;, marcada con un
radioistotopo  (Amersham Pharmacia Biotech,
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Piscataway, Nueva Jersey, Estados Unidos) y anti-
cuerpos  especificos  anti-6-ceto-prostaglandina
Flaa. Para determinar la cantidad de esta sustancia
presente en los diferentes subcultivos de CE huma-
nas, se obtuvieron los sobrenadantes del cultivo
correspondientes a los tres primeros subcultivos y
los niveles de este producto se determinaron
midiendo el nimero de recuentos por minuto (cpm)
con un contador gamma (Beckman, Fullerton, CA).
Por 1ltimo, la concentracién se predijo utilizando
curvas de extrapolacién designadas con concen-
traciones conocidas de 6-ceto-prostaglandina Fj 4sa.
La produccion de prostaciclina se expresd como
nanogramos de PGI, por mililitro de sobrenadante.

Inmunocitoquimica de CD34 y factor von
Willebrand

La expresion de los marcadores endoteliales CD34 y
tactor von Willebrand se evalué mediante inmuno-
citoquimica en las CE cultivadas en superficies de
cristal. Con este objetivo, se lavaron e incubaron
las CE subconfluentes con anticuerpos de conejo
antifactor de von Willebrand humano (Sigma-
Aldrich) o con anticuerpos monoclonales de ratén
anti-CD34 (Abcam, Cambridge, Reino Unido)
durante una hora a 37°C o toda la noche a 4°C.
Después de varios lavados con suero salino neutrali-
zado con fosfato, durante 90 min a temperatura
ambiente se usaron un anticuerpo secundario de
raton anti-conejo marcado con biotina o un
anticuerpo secundario de conejo anti-ratén mar-
cado con peroxidasa. Acto seguido, se aplicé una
solucion de estreptavidina conjugada con peroxi-
dasa de rabano durante 40 min en el caso de la
inmunotincion de CD34 y para la deteccion de factor
von Willebrand se uso avidina fosfatasa. Por dltimo,
se tineron mediante kit comercial de 3,3’-diamino-
bencidina (Sigma-Aldrich) para CD34 y Fast Red
(Sigma-Aldrich) para el factor von Willebrand, y
las muestras se montaron en portaobjetos para su
evaluacion optica.

Para comparar la expresion del factor von Wille-
brand entre los tres primeros pases de células de
CE, determinamos el porcentaje de células positivas
para factor von Willebrand obtenidas en cada pase.
Con esta finalidad, evaluamos un total de 3.000
células de cada pase después de efectuar el procedi-
miento histoquimico para el factor von Willebrand
descrito previamente, y contamos el nimero total
de células von Willebrand positivas y negativas. En
cada pase de células el porcentaje de células positi-
vas se determiné usando la férmula siguiente:

100 x (numero de células positivas)/(ntimero de
células positivas + nimero de células negativas)
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Fig. 1. Deteccién inmunocitoquimica de CD34 y factor de von Willebrand en CE cultivadas aisladas de cordones
umbilicales humanos. A La inmunotincion de CD34 se detecta en color pardo en la superficie de las células. B La senal

intensa del factor de von Willebrand se detecta en rojo.

Tratamiento estadistico

Para evaluar la significacion estadistica de las dife-
rencias entre las concentraciones idnicas intracelu-
lares medias, la actividad PGI, y la expresion del
factor de von Willebrand para los subcultivos pair-
wise (subcultivo 1 comparado con 2, 2 comparado
con 3 y 1 comparado con 3), usamos la prueba no
paramétrica de Wilcoxon. Las comparaciones de los
diversos subcultivos a la vez se efectuaron con la
prueba de Kruskal-Wallis para muestras multiples.
Para todas las pruebas, se considero estadisticamente
significativo un valor de p bilateral < 0,05. Todos los
analisis se efectuaron utilizando el programa SPSS
versién 12.1 (SPSS, Inc., Chicago, IL). Para compa-
raciones multiples se considerd significativo un
nivel de 0,001 con un ajuste de Bonferroni porque
se usaron al mismo tiempo hasta 28 pruebas
estadisticas, mientras que valores de p de 0,001-
0,009 se consideraron proximos a la significacion.

RESULTADOS

Establecimiento de cultivos primarios de
CE de vena umbilical humana

En esta investigacion, aislamos y cultivamos eficien-
temente CE humanas de cordones umbilicales de
recién nacidos. Las células cultivadas manifestaban
una forma poligonal variable, mostrando una tasa
de proliferacién rapida en cultivo y alcanzando
una subconfluencia alrededor del 13.° dia de cultivo
(13,1 = 1,8 dias). La naturaleza endotelial de las
células cultivadas se demostré por la elevada
expresion de CD34 y factor von Willebrand
mediante inmunocitoquimica (fig. 1). No se detec-
taron diferencias morfoldégicas con microscopio
optico o electrénico entre los tres pases de células
estudiados en la presente investigacion.

Contenido ionico de las CE cultivadas

El analisis de las CE de cada subcultivo reveld que las
CE cultivadas correspondientes a los tres primeros
pasos se caracterizaron por elevados cocientes
medios de K/Na (4,72 para el primer pase, 4,55
para el segundo y 7,82 para el tercero), correspon-
diendo la mayor concentraciéon de potasio (567,80
+ 3,86 mmol/kg de peso seco) y la menor
concentracion de sodio (71,30 + 0,60 mmol/kg de
peso seco) al tercer pase (tabla I). En la figura 2 se
muestra un ejemplo ilustrativo de un espectro
correspondiente a una célula del segundo subcultivo.

La comparacién global del contenido idénico intra-
celular entre los 3 subcultivos, utilizando la prueba
de Kruskal-Wallis para muestras multiples, revelo
diferencias estadisticamente significativas para el
contenido de potasio y diferencias casi significativas
para el magnesio, sugiriendo que el contenido celu-
lar de algunos elementos clave podria variar de
acuerdo con el subcultivo de células (tabla II). De
forma parecida, se encontraron diferencias cuando
se llevaron a cabo comparaciones estadisticas una a
una entre dos diferentes pases de células utilizando
la prueba de Wilcoxon (tabla II). En primer lugar,
cuando se compararon las concentraciones idnicas
intracelulares entre las células del primer pase y las
del segundo, no se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas para ninguno de los ele-
mentos analizados. Sin embargo, la comparaciéon del
segundo frente al tercer pase de células mostré un
aumento significativo de potasio y magnesio en el
tercer pase, con un aumento casi significativo del
tésforo, mientras que las células correspondientes al
segundo pase presentaban una concentracion signi-
ficativamente mayor de sodio. Por dltimo, cuando se
compararon el primer y el tercer pase, se detecté un
aumento significativo de la concentracion de potasio
en el tercero (tabla II, fig. 3).
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Tabla I. Concentraciones medias de los
principales iones intracelulares analizados en
células endoteliales aisladas de vena umbilical
humana a partir de los subcultivos 1-3

Pase 1 Pase 2 Pase 3
Cloro 246,95 + 1,90 234,00 = 1,58 259,21 + 2,31
Magnesio 21,36 + 0,52 16,71 +0,17 22,33 £ 0,19
Foésforo 252,66 + 1,46 249,58 = 1,37 275,71 £ 1,36
Potasio 444,11 + 2,92 435,38 = 4,02 557,80 + 3,86
Sodio 94,07 £ 1,33 95,65 +0,95 71,30 = 0,60
Azufre 56,71 + 0,60 62,18 +0,55 72,33 +£1,26
Cociente 4,72 4,55 7,82
K/Na

Todas las concentraciones se expresan como milimoles por
kilogramo de peso seco, media + error estandar (EE). La ultima
fila corresponde al cociente de la concentracion media de
potasio/sodio.

Cuantificacion de PGI, en los diferentes
pases de células

La cuantificacién de PGI, producida por los dife-
rentes pases de CE mantenidas en cultivo demostro
que la cantidad de esta sustancia vario entre los tres
pases consecutivos (p < 0,001, prueba de Kruskal-
Wallis). En pocas palabras, la concentracion de PGI,
disminuyé progresivamente entre los pases conse-
cutivos de células (6,46 = 0,10 ng PGI,/ml de
sobrenadante para el primer pase, 5,98 + 0,08 para el
segundo y 1,62 + 0,05 para el tercero) con dife-
rencias casi significativas para la comparacién del
primer y tercer pase y segundo y tercero (p = 0,008
para ambas comparaciones utilizando la prueba de
Wilcoxon) (tabla II, fig. 4).

Expresion del factor de von Willebrand
en los diferentes pases de células

La inmunohistoquimica para el factor von Wille-
brand demostré que el 64,12% de CE en el primer
pase expresaron cantidades elevadas de esta pro-
teina, un 66,66% de células fueron positivas en el
segundo pase y un 65,93% en el tercero (fig. 4).
Las diferencias no fueron estadisticamente signifi-
cativas (prueba de Wilcoxon, p > 0,05).

DISCUSION

La construcciéon de tejidos y organos artificiales
mediante ingenieria de tejidos depende en alto
grado de la disponibilidad de células viables. Por
esta razon, la evaluacién de la viabilidad de CE cul-
tivadas es muy importante antes de que puedan
usarse para el desarrollo de proétesis vasculares
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Fig. 2. Espectro microanalitico correspondiente al segundo
pase de las CE analizadas en la presente investigacion. Los
picos corresponden a la energia dispersada por los electro-
nes localizados en las Orbitas k del carbono (CK), oxigeno
(OK), sodio (NaK), magnesio (MgK), fosforo (PK), azufre
(SK), cloro (CIK), potasio (KK), y calcio (CaK).

bioldgicas o stents mediante ingenieria de tejidos
puesto que los sustitutos vasculares con CE sem-
bradas son significativamente mds biocompatibles
que los biomateriales no sembrados®®*'.

Hasta la fecha, se han descrito numerosos
métodos diferentes para evaluar la viabilidad de las
células mantenidas en cultivo. Entre ellos, una de
las técnicas mas sensibles y precisas es la
cuantificacion del contenido iénico intracelular de
sodio, potasio, cloro, fésforo y otros elementos
mediante microanalisis de rayos X con sonda de
electrones®*?*. De hecho, la concentracién intra-
celular de estos iones se correlaciona adecuada-
mente con el estado vital de las células y es un
excelente marcador de la funcionalidad y viabilidad
de las células, que permite al investigador identificar
las células viables y muertas en el contexto de una
poblacion de células. Ademds, este sistema permite
la identificacién de células vivas pero propensas a la
muerte en poco tiempo (p. €j., estadios iniciales de la
apoptosis), permitiendo el analisis simultaneo de la
estructura celular y las concentraciones idnicas
intracelulares*®?°. Por otra parte, los cambios
idnicos que se producen en las células en cultivo
pueden actuar como marcadores precoces de la
muerte celular y son detectables en las células antes
de que aparezcan los cambios morfoldgicos.

Previamente se ha demostrado que los cultivos de
células tienen tendencia a envejecer y a perder via-
bilidad después de varios pases***2. Por esta razon,
diversas investigaciones han centrado su objetivo en
la identificacion del pase celular especifico que es
mas apropiado para la construcciéon de tejidos y
organos artificiales mediante ingenieria de tejidos,
aunque se ha detectado una heterogeneidad
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Tabla II. Significacion estadistica (valores de p) para las comparaciones de las concentraciones intrace-

lulares de diversos iones y para la actividad de PGI,

1 comparado con 2 comparado con 3

1 comparado con 2

2 comparado con 3 1 comparado con 3

cl p = 0,584 p = 0,806 (NS) p = 0,278 (NS) p = 0,404 (NS)
Mg p = 0,006 p = 0,294 (NS) p = 0,001 (3) p = 0,042 (3)
P p = 0,078 p = 0,555 (NS) p = 0,003 (3) p = 0,179 (NS)
K p = 0,001 p = 0,404 (NS) p < 0,001 (3) p < 0,001 (3)
Na p =0,013 p = 0,768 (NS) p < 0,001 (2) p = 0,024 (1)
S p = 0,021 p = 0,229 (NS) p = 0,561 (NS) p = 0,015 (3)
PGL, p < 0,001 p = 0,110 (NS) p = 0,008 (2) p = 0,008 (1)

1 comparado con 2 comparado con 3 corresponde a las comparaciones de multiples grupos usando la prueba de Kruskal-Wallis (pases
de células 1 comparado con 2 comparado con 3). El resto de columnas corresponde a las comparaciones pairwise entre los diferentes
pases utilizando la prueba de Wilcoxon. Cuando las diferencias son estadisticamente significativas para estas comparaciones, se muestra
entre paréntesis el pase de células con el mayor contenido del elemento especifico analizado.

NS: no estadisticamente significativo.
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Fig. 3. Histogramas que representan las concentraciones intracelulares medias de Cl, Mg, P, K, Na, y S para el primer,
segundo y tercer pase de células. Las barras de error representan el error estdndar para cada subcultivo. Todos los
parametros se expresan como milimoles por kilogramo de peso seco de célula.

elevada. Por consiguiente algunos estudios publi-
cados sugieren que las CE pueden conservarse in
vitro durante hasta 10 generaciones sucesivas antes
de su envejecimiento’**>. Sin embargo, Bellon et
al** y Conte et al'” describieron que las CE son
capaces de mantener las caracteristicas morfoldgicas
principales durante los cuatro primeros subcultivos,
apareciendo cambios importantes a partir del tercero
y una clara degeneracién de las células a partir
del quinto. De forma parecida, Zhu y Joyce® y

Alaminos et al’>* documentaron que las CE corneales

muestran niveles adecuados de viabilidad hasta el
cuarto subcultivo. Todos estos resultados sugieren
que los tres primeros pases celulares son los mas
viables y que el proceso de envejecimiento se
desencadena empezando a partir del cuarto pase.
Por esta razon, en la presente investigacion usamos
los tres primeros pases de células para determinar
cudl es el mas adecuado para su uso en ingenieria de
tejidos.
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Fig. 4. Cociente medio K/Na, sintesis de PGI, y
expresion de factor de von Willebrand en las células
endoteliales correspondientes a los tres primeros pases de
células. El aumento del cociente K/Na se asocia con una
disminucion significativa de la sintesis de PGI, después
del segundo pase de células, con niveles estables de factor
de von Willebrand. PGI,: prostaciclina; vW: factor de Von
Willebrand.

En este sentido, los resultados mostrados en la
presente investigacion revelan que las concentracio-
nes intracelulares de algunos elementos en las CE
humanas podrian diferir entre los tres primeros
pases de células, con un notable aumento del
cociente K/Na desde los dos primeros pases al ter-
cero, asociado con una disminucion significativa
del sodio y un aumento del contenido de potasio.
Por lo tanto, estos datos indican que la viabilidad
de las CE cultivadas es mayor en el tercer pase que
en los dos primeros, lo que coincide con diversas
publicaciones que demostraron previamente que el
cociente K/Na se asocia claramente con el estado
de viabilidad de las células conservadas en cultivo
y puede usarse como marcador de la viabilidad de
las células o como indicador de lesién celular’*#%#7,
Coincidiendo con los resultados del presente estu-
dio, Adragna48 utilizando CE describié un aumento
exponencial del cociente K/Na relacionado con los
dias en cultivo y el nimero de subcultivos de células.
De acuerdo con los resultados microanaliticos, las
CE que pertenecen al tercer pase de células son las
mas precisas para usar en ingenieria de tejidos.

Por otra parte, encontramos que el contenido
intracelular de magnesio aumenté desde el segundo
al tercer pase en las CE cultivadas. De acuerdo con
una investigaciéon previa de Buja et al*® y Di
Francesco et al*, una posible explicacién de este
aumento i6nico podria ser la variacion de la
concentracion intracelular de adenosin trifosfato
(ATP). Ademads, en la presente investigacion,
detectamos un aumento casi significativo de la
concentracion intracelular de fésforo en el tercer
subcultivo de CE. Desde un punto de vista microa-
nalitico, la concentracion de fésforo sigue siendo
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constante en células sin una lesion estructural y
disminuye significativamente en aquellas lesio-
nadas®*. En nuestro caso, el aumento del fésforo
podria asociarse con la activacion celular y la mejora
de la actividad biosintética y replicativa de las células
en el tercer pase.

Aungque las diferencias no fueron significativas en
las células de la presente investigacion, identifica-
mos una tendencia hacia una mayor concentracion
de cloro y azufre en las células pertenecientes al ter-
cer subcultivo. Las variaciones de la concentracién
de cloro son marcadores apropiados de la apoptosis
temprana en diferentes tipos de células’®?,
mientras que el azufre se relaciona con el contenido
intracelular de proteinas y glucosaminoglucanos>*>>.
En la presente investigacién, las variaciones no
significativas de ambos elementos (cloro y azufre)
son un indicio de que los cambios microanaliticos
experimentados por las CE de diferentes cultivos
probablemente no se asocian con apoptosis.

Ademas de la viabilidad celular, el investigador
debe garantizar que las células que han de usarse
en ingenieria de tejidos son funcionales por
completo. En la presente investigacion, primero,
caracterizamos las células cultivadas mediante
inmunocitoquimica para los marcadores endotelia-
les CD34 y factor de von Willebrand para garantizar
que la mayor parte de células usadas eran de origen
endotelial. Por lo tanto, efectuamos un analisis
secuencial de la funciéon de las CE cuantificando la
produccion de dicho factor y la liberacion de PGI,
en las CE correspondientes a diferentes pases de
células. Los resultados de este analisis demostraron
que el namero de células positivas para el factor von
Willebrand fue similar en los tres primeros pases de
células, lo que sugiere que las funciones asociadas
con actividad del factor permanecen estables en CE
cultivadas. No obstante, la capacidad de estas células
para sintetizar y liberar PGI, es alta en el primer y
segundo pase, detectandose niveles mas bajos en el
tercero. La PGI, es un potente vasodilatador y un
inhibidor de la agregaciéon plaquetaria cuya
cuantificacion se ha usado como marcador apro-
piado de la funcién de las CE en cultivo. Coinci-
diendo con los resultados del presente estudio, se ha
descrito que la producciéon de PGI, por las CE culti-
vadas disminuye durante el subcultivo de CE de
animales y humanas’*. Estos resultados indican que
las CE mantenidas en cultivo son estables desde un
punto de vista bioldgico y expresan cantidades
similares de factor von Willebrand pero tienen ten-
dencia a perder su funcionalidad con el tiempo. Por
esta razon, las células del tercer pase no serian ttiles
para la construccion de tejidos y 6rganos artificiales
por ingenieria de tejidos.
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En resumen, todos los resultados de la presente
investigacion implican diversas consecuencias. Por
una parte, el cociente K/Na sugiere que la mayor
viabilidad celular corresponde al tercer pase de
células. Por otra parte, la mayor actividad vasomo-
tora funcional de las CE segin lo determinado
mediante cuantificacion de PGI, se encontrd en las
células correspondientes al primer pase, al mismo
tiempo que, segun lo determinado mediante
deteccion de factor de von Willebrand, la fase
humoral de la coagulacion permanecié estable.
Considerado en conjunto, concluimos que el pase de
células més apropiado para la ingenieria de tejidos es
el segundo. En estos momentos, de acuerdo con los
resultados del presente estudio, tanto la viabilidad
como la funcién convergen y las CE muestran un
equilibrio adecuado entre estos dos importantes
parametros.

La presente investigacion se financié con becas del Ministerio de
Sanidad espanol (becas FIS PI061784 y PI061781 del Instituto
Espanol de Salud Carlos III).
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