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La construcci�on de sustitutos eficientes de los vasos sangu�ıneos humanos depende en gran

manera del uso de c�elulas endoteliales cultivadas (CE) viables y por completo funcionales.

Sin embargo, hasta la fecha, se han publicado muy pocos estudios centrados en la evaluaci�on

de la viabilidad celular de las CE cultivadas. En la presente investigaci�on, hemos determinado la

viabilidad celular, la actividad del factor de von Willebrand y de la prostaciclina (PGI2) en cultivos

de c�elulas primarias de CE de la vena umbilical humana, para identificar el pase celular

espec�ıfico que es m�as apropiado para el desarrollo de �organos artificiales mediante ingenier�ıa

de tejidos. La viabilidad celular se determin�o mediante la cuantificaci�on de la concentraci�on

intracelular de varios iones con microan�alisis de rayos X por sonda de electrones de alta sen-

sibilidad, mientras que el factor von Willebrand se analiz�o mediante inmunohistoqu�ımica y la

liberaci�on de PGI2 se cuantific�o mediante radioinmunoan�alisis. Los resultados de los an�alisis de

la presente investigaci�on demuestran que el cociente K/Na fue diferente para cada pase de

c�elulas (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 comparaci�on, la producci�on de PGI2 fue

mayor en los dos primeros pases de c�elulas, con una disminuci�on 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 expresi�on del factor von Willebrand fue similar en los

tres pases de c�elulas analizados en la investigaci�on (64,12%, 66,66%, y 65,93% de c�elulas

positivas, respectivamente). Estos datos sugieren que las c�elulas correspondientes al segundo

pase muestran el mejor cociente de viabilidad: funcionalidad y, por esta raz�on, deben usarse

para los protocolos de ingenier�ıa de tejidos.

INTRODUCCI �ON

Las c�elulas endoteliales (CE) han atra�ıdo una

atenci�on cada vez mayor en biolog�ıa vascular en

las �ultimas d�ecadas. Estas c�elulas proporcionan

l�ımites estructurales de la sangre circulante en la

luz y sirven de superficie tromborresistente selecti-

vamente permeable1. Secretan mir�ıadas de media-

dores bioqu�ımicos, que regulan el tr�afico de

hemat�ıes, el tono vasomotor, crecimiento celular y

remodelado vascular2,3. Adem�as, las CE participan

en los procesos inflamatorios y en los estados

s�epticos y desempe~nan un papel b�asico en la

angiog�enesis y la aterog�enesis4,5.

Desde un punto de vista funcional, el endotelio

desempe~na un importante papel como mediador

de la coagulaci�on y como regulador del tono vascu-

lar. La primera de estas funciones se efect�ua

mediante la s�ıntesis endotelial de diversas prote�ınas,

en particular del factor von Willebrand6, mientras

que la segunda funci�on depende principalmente de

la s�ıntesis de diversos reguladores del tono vascular

DOI of original article: 10.1016/j.avsg.2008.03.004.
1Servicio de Cirug�ıa Vascular, Hospital Virgen de la Victoria,

M�alaga, Espa~na.
2Departamento de Histolog�ıa (Grupo de Ingenier�ıa de Tejidos),

Universidad de Granada, Granada, Espa~na.
3Fundaci�on FIBAO y Hospital Universitario San Cecilio, Granada,

Espa~na.
4Departamento de Ciencias M�edicas, Universidad de Alcal�a, Madrid,

Espa~na.

Correspondencia: Antonio Campos, Departamento de Histolog�ıa,
Universidad de Granada, Avenida de Madrid 11, E-18012, Granada,
Espa~na. Correo electr�onico: acampos@histolii.ugr.es

Ann Vasc Surg 2008; 22: 440-448
DOI: 10.1016/j.acvsp.2008.07.016
� Annals of Vascular Surgery Inc.
Publicado en la red: 8 de mayo de 2008

480

mailto:acampos@histolii.ugr.es


por el endotelio, en particular la prostaciclina3,7,8

(PGI2). No obstante, diversos factores de riesgo (p.

ej., hipertensi�on arterial, diabetes, envejecimiento e

inflamaci�on) pueden reducir marcadamente todas

estas funciones endoteliales6.

La ingenier�ıa de tejidos aplicada a la cirug�ıa vas-

cular ha desarrollado diferentes modelos de sustitu-

tos vasculares, cuyo objetivo es mejorar la calidad

de los injertos9-12. Los injertos producidos por

ingenier�ıa de tejidos se parecen cada vez m�as a los

vasos naturales con el uso de CE sembradas en una

estructura apropiada13-15. No se ha alcanzado un

consenso sobre el n�umero �optimo de pases que

deben experimentar las CE antes de sembrarse con

diferentes t�ecnicas de ingenier�ıa de tejidos16-18. El

principal problema de estos injertos es la escasa

retenci�on de c�elulas una vez se someten al flujo

circulatorio, debido a razones mec�anicas e, indi-

rectamente, a una reducida viabilidad de las

c�elulas18,19.

Para determinar la viabilidad celular de los culti-

vos antes de su uso en ingenier�ıa de tejidos, los

ex�amenes cl�asicos han sido la prueba de exclusi�on

con el colorante azul de tripano y la determinaci�on

de lactato deshidrogenasa (LDH) liberada en el

medio de incubaci�on20,21. Sin embargo, estos

m�etodos adolecen de importantes limitaciones.

Ambas t�ecnicas 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 c�elula22. Una de

las t�ecnicas m�as sensibles para su valoraci�on es la

cuantificaci�on del contenido i�onico, en particular

de potasio y sodio. La concentraci�on intracelular de

estos iones se correlaciona adecuadamente con el

estado vital de las c�elulas y es un excelentemarcador

de la fisiolog�ıa y viabilidad celular23-25. La estrategia

m�as potente para cuantificar la composici�on ele-

mental total es el microan�alisis de rayos X con sonda

de electrones asociada con microscopio electr�onico,

que permite determinar simult�aneamente las

concentraciones de los diferentes elementos y la

ultraestructura de las c�elulas26-29. Utilizando esta

t�ecnica anal�ıtica y morfol�ogica combinada, nuestro

grupo ha cuantificado el contenido i�onico de dife-

rentes l�ıneas de c�elulas, incluidas c�elulas U93723,

MCF730, y K56231, al igual que c�elulas corneales

endoteliales32. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha

descrito el perfil microanal�ıtico de c�elulas vasculares

endoteliales aisladas mantenidas en cultivo.

Para identificar y evaluar la actividad celular de

CE en cultivo se han usado diversos criterios mor-

fol�ogicos, bioqu�ımicos e inmunol�ogicos33. El prin-

cipal de estos criterios es la cuantificaci�on de PGI2
en el sobrenadante del cultivo, que puede detectarse

como metabolito estable 6-ceto-PGF1alfa, y la

detecci�on del factor von Willebrand en las c�elulas

cultivadas. Tanto la PGI2 como el factor de von

Willebrand intervienen en dos de las funciones m�as

importantes de la fisiolog�ıa de las CE3.

En la presente investigaci�on, examinamos el con-

tenido de diversos elementos clave (sodio, magne-

sio, f�osforo, cloro, potasio y azufre) y la actividad

del factor von Willebrand y de PGI2 en CE vascula-

res aisladas mantenidas en cultivo. En los subculti-

vos la viabilidad de las c�elulas se evalu�o con un

microan�alisis cuantitativo de rayos X con sonda

electr�onica con el objetivo de determinar el pasem�as

apropiado para obtener CE vasculares para usar en

ingenier�ıa de tejidos.

MATERIALES Y M�ETODOS

Cultivos primarios y pases de CE

Se obtuvieron 12 cordones umbilicales que se pre-

servaron a 4�C en un medio esencial m�ınimo de

Eagle (MEM) suplementado con penicilina, estrep-

tomicina y antimic�oticos (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 m�etodo de Jaffe et al34. Las CE se culti-

varon enmatrices de cultivo de tejido de 25 cm2 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 soluci�on

antibi�otica-antimic�otica 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 atm�osfera de un

5% de CO2. El medio se cambi�o una vez cada 3 d�ıas.

En los cultivos de c�elulas subconfluentes se

llevaron a cabo subcultivos de CE con tripsina,

una soluci�on de �acido etilenodiaminotetraac�etico

(EDTA) (tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l). Las c�elulas

se mantuvieron en cultivo hasta el tercer pase.

Microan�alisis de rayos X con sonda de

electrones

Para el microan�alisis 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 c�elulas

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/l de

L-glutamina, un 1% de una soluci�on antibi�otica-

antimic�otica y 5 mg de ECGF. Despu�es de 24 h en
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cultivo en las rejillas, se lavaron �estas con agua des-

tilada enfriada con hielo durante 5 s para eliminar el

medio extracelular. Despu�es del lavado, se dren�o el

exceso de agua de la superficie y las rejillas se con-

gelaron de inmediato en nitr�ogeno l�ıquido35,36.

Despu�es de una criofijaci�on, las rejillas se colocaron

en un contenedor de aluminio preenfriado para

muestras a temperatura del nitr�ogeno l�ıquido y se

desecaron por congelaci�on 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 vac�ıo. Las rejillas de oro

congeladas-secadas se recubrieron con carbono

en un sistema de vac�ıo y se microanalizaron al cabo

de 6 h.

El microan�alisis de rayos X con sonda electr�onica

de las muestras se efectu�o con un microscopio

electr�onico de barrido Philips (Eindhoven, Holanda)

(MEB) provisto de un sistema microanal�ıtico EDAX

DX-4 y un detector de dispersi�on de electrones en

estado s�olido. Adem�as, las muestras se examinaron

mediante MEB con una combinaci�on de modos de

imagen electr�onica secundaria (ES) y dispersi�on de

electrones (ED).

Para el microan�alisis de rayos X, las condiciones

anal�ıticas fueron las siguientes: �angulo de inclinaci�on

0�, �angulo de despegue 35� y distancia de trabajo 10

mm. El voltaje de aceleraci�on fue de 10 kV. Todos los

espectros se obtuvieron en modo spot a 10.000 x

(equivalente a un di�ametro de spot de 50 nmdurante

un tiempo de vida de 200 s), y el n�umero de

recuentos por segundo registrados por el detector

fue del orden de 500. Todas las determinaciones

se efectuaron en el �area central del n�ucleo de la

c�elula. Para determinar el contenido i�onico total,

usamos el m�etodo del cociente de fondo m�aximo/

local30,37,38 (M/L) con referencia a los est�andares

constituidos por un 20% de dextrano que

conten�ıa cantidades conocidas de sales inorg�ani-

cas39. En conjunto, cuantificamos el contenido

i�onico de 35 CE vasculares cultivadas en cada

subcultivo.

Cuantificaci�on de PGI2

La cantidad de PGI2 producido y liberado por las CE

en cultivo se calcul�o como la concentraci�on de su

producto dehidr�olisis estable, la 6-ceto-prostaglandina

F1alfa seg�un lo determinado mediante un equipo

de inmunoan�alisis comercial (GE Healthcare,

Barcelona, Espa~na) y siguiendo las recomenda-

ciones del fabricante. Este sistema combina el uso de

6-ceto-prostaglandina F1alfa marcada con un

radioist�otopo (Amersham Pharmacia Biotech,

Piscataway, Nueva Jersey, Estados Unidos) y anti-

cuerpos espec�ıficos anti-6-ceto-prostaglandina

F1alfa. 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 n�umero de recuentos por minuto (cpm)

con un contador gamma (Beckman, Fullerton, CA).

Por �ultimo, la concentraci�on se predijo utilizando

curvas de extrapolaci�on designadas con concen-

traciones conocidas de 6-ceto-prostaglandina F1alfa.

La producci�on de prostaciclina se expres�o como

nanogramos de PGI2 por mililitro de sobrenadante.

Inmunocitoqu�ımica de CD34 y factor von

Willebrand

La expresi�on de los marcadores endoteliales CD34 y

factor von Willebrand se evalu�o mediante inmuno-

citoqu�ımica 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 rat�on

anti-CD34 (Abcam, Cambridge, Reino Unido)

durante una hora a 37�C o toda la noche a 4�C.

Despu�es de varios lavados con suero salino neutrali-

zado con fosfato, durante 90 min a temperatura

ambiente se usaron un anticuerpo secundario de

rat�on anti-conejo marcado con biotina o un

anticuerpo secundario de conejo anti-rat�on mar-

cado con peroxidasa. Acto seguido, se aplic�o una

soluci�on de estreptavidina conjugada con peroxi-

dasa de r�abano durante 40 min en el caso de la

inmunotinci�on de CD34 y para la detecci�on de factor

von Willebrand se us�o avidina fosfatasa. Por �ultimo,

se ti~neron 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

evaluaci�on �optica.

Para comparar la expresi�on del factor von Wille-

brand entre los tres primeros pases de c�elulas de

CE, determinamos el porcentaje de c�elulas positivas

para factor von Willebrand obtenidas en cada pase.

Con esta finalidad, evaluamos un total de 3.000

c�elulas de cada pase despu�es de efectuar el procedi-

miento histoqu�ımico para el factor von Willebrand

descrito previamente, y contamos el n�umero total

de c�elulas von Willebrand positivas y negativas. En

cada pase de c�elulas el porcentaje de c�elulas positi-

vas se determin�o usando la f�ormula siguiente:

100 x (n�umero de c�elulas positivas)/(n�umero de

c�elulas positivas + n�umero de c�elulas negativas)
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Tratamiento estad�ıstico

Para evaluar la significaci�on estad�ıstica de las dife-

rencias entre las concentraciones i�onicas intracelu-

lares medias, la actividad PGI2 y la expresi�on 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

param�etrica de Wilcoxon. Las comparaciones de los

diversos subcultivos a la vez se efectuaron con la

prueba de Kruskal-Wallis para muestras m�ultiples.

Para todas las pruebas, se consider�o estad�ısticamente

significativo un valor de p bilateral< 0,05. Todos los

an�alisis se efectuaron utilizando el programa SPSS

versi�on 12.1 (SPSS, Inc., Chicago, IL). Para compa-

raciones m�ultiples se consider�o significativo un

nivel de 0,001 con un ajuste de Bonferroni porque

se usaron al mismo tiempo hasta 28 pruebas

estad�ısticas, mientras que valores de p de 0,001-

0,009 se consideraron pr�oximos a la significaci�on.

RESULTADOS

Establecimiento de cultivos primarios de

CE de vena umbilical humana

En esta investigaci�on, aislamos y cultivamos eficien-

temente CE humanas de cordones umbilicales de

reci�en nacidos. Las c�elulas cultivadas manifestaban

una forma poligonal variable, mostrando una tasa

de proliferaci�on r�apida en cultivo y alcanzando

una subconfluencia alrededor del 13.� d�ıa de cultivo

(13,1 ± 1,8 d�ıas). La naturaleza endotelial de las

c�elulas cultivadas se demostr�o por la elevada

expresi�on de CD34 y factor von Willebrand

mediante inmunocitoqu�ımica (fig. 1). No se detec-

taron diferencias morfol�ogicas con microscopio

�optico o electr�onico entre los tres pases de c�elulas

estudiados en la presente investigaci�on.

Contenido i�onico de las CE cultivadas

El an�alisis de las CE de cada subcultivo revel�o 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 concentraci�on de potasio (567,80

± 3,86 mmol/kg de peso seco) y la menor

concentraci�on 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 c�elula del segundo subcultivo.

La comparaci�on global del contenido i�onico intra-

celular entre los 3 subcultivos, utilizando la prueba

de Kruskal-Wallis para muestras m�ultiples, revel�o

diferencias estad�ısticamente significativas para el

contenido de potasio y diferencias casi significativas

para el magnesio, sugiriendo que el contenido celu-

lar de algunos elementos clave podr�ıa variar de

acuerdo con el subcultivo de c�elulas (tabla II). De

forma parecida, se encontraron diferencias cuando

se llevaron a cabo comparaciones estad�ısticas una a

una entre dos diferentes pases de c�elulas utilizando

la prueba de Wilcoxon (tabla II). En primer lugar,

cuando se compararon las concentraciones i�onicas

intracelulares entre las c�elulas del primer pase y las

del segundo, no se encontraron diferencias estad�ıs-

ticamente significativas para ninguno de los ele-

mentos analizados. Sin embargo, la comparaci�on del

segundo frente al tercer pase de c�elulas mostr�o un

aumento significativo de potasio y magnesio en el

tercer pase, con un aumento casi significativo del

f�osforo, mientras que las c�elulas correspondientes al

segundo pase presentaban una concentraci�on signi-

ficativamente mayor de sodio. Por �ultimo, cuando se

compararon el primer y el tercer pase, se detect�o un

aumento significativo de la concentraci�on de potasio

en el tercero (tabla II, fig. 3).

Fig. 1. Detecci�on inmunocitoqu�ımica de CD34 y factor de von Willebrand en CE cultivadas aisladas de cordones

umbilicales humanos. A La inmunotinci�on de CD34 se detecta en color pardo en la superficie de las c�elulas. B La se~nal

intensa del factor de von Willebrand se detecta en rojo.
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Cuantificaci�on de PGI2 en los diferentes

pases de c�elulas

La cuantificaci�on de PGI2 producida por los dife-

rentes pases de CE mantenidas en cultivo demostr�o

que la cantidad de esta sustancia vari�o entre los tres

pases consecutivos ( p < 0,001, prueba de Kruskal-

Wallis). En pocas palabras, la concentraci�on de PGI2
disminuy�o progresivamente entre los pases conse-

cutivos de c�elulas (6,46 ± 0,10 ng PGI2/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 comparaci�on del

primer y tercer pase y segundo y tercero ( p ¼ 0,008

para ambas comparaciones utilizando la prueba de

Wilcoxon) (tabla II, fig. 4).

Expresi�on del factor de von Willebrand

en los diferentes pases de c�elulas

La inmunohistoqu�ımica para el factor von Wille-

brand demostr�o que el 64,12% de CE en el primer

pase expresaron cantidades elevadas de esta pro-

te�ına, un 66,66% de c�elulas fueron positivas en el

segundo pase y un 65,93% en el tercero (fig. 4).

Las diferencias no fueron estad�ısticamente signifi-

cativas (prueba de Wilcoxon, p > 0,05).

DISCUSI �ON

La construcci�on de tejidos y �organos artificiales

mediante ingenier�ıa de tejidos depende en alto

grado de la disponibilidad de c�elulas viables. Por

esta raz�on, la evaluaci�on de la viabilidad de CE cul-

tivadas es muy importante antes de que puedan

usarse para el desarrollo de pr�otesis vasculares

biol�ogicas o stents mediante ingenier�ıa de tejidos

puesto que los sustitutos vasculares con CE sem-

bradas son significativamente m�as biocompatibles

que los biomateriales no sembrados40,41.

Hasta la fecha, se han descrito numerosos

m�etodos diferentes para evaluar la viabilidad de las

c�elulas mantenidas en cultivo. Entre ellos, una de

las t�ecnicas m�as sensibles y precisas es la

cuantificaci�on del contenido i�onico intracelular de

sodio, potasio, cloro, f�osforo y otros elementos

mediante microan�alisis de rayos X con sonda de

electrones23-25. De hecho, la concentraci�on intra-

celular de estos iones se correlaciona adecuada-

mente con el estado vital de las c�elulas y es un

excelente marcador de la funcionalidad y viabilidad

de las c�elulas, que permite al investigador identificar

las c�elulas viables y muertas en el contexto de una

poblaci�on de c�elulas. Adem�as, este sistema permite

la identificaci�on de c�elulas vivas pero propensas a la

muerte en poco tiempo (p. ej., estadios iniciales de la

apoptosis), permitiendo el an�alisis simult�aneo de la

estructura celular y las concentraciones i�onicas

intracelulares26-29. Por otra parte, los cambios

i�onicos que se producen en las c�elulas en cultivo

pueden actuar como marcadores precoces de la

muerte celular y son detectables en las c�elulas antes

de que aparezcan los cambios morfol�ogicos.

Previamente se ha demostrado que los cultivos de

c�elulas tienen tendencia a envejecer y a perder via-

bilidad despu�es de varios pases32,42. Por esta raz�on,

diversas investigaciones han centrado su objetivo en

la identificaci�on del pase celular espec�ıfico que es

m�as apropiado para la construcci�on de tejidos y

�organos artificiales mediante ingenier�ıa de tejidos,

aunque se ha detectado una heterogeneidad

Fig. 2. Espectromicroanal�ıtico correspondiente al segundo

pase de las CE analizadas en la presente investigaci�on. Los

picos corresponden a la energ�ıa dispersada por los electro-

nes localizados en las �orbitas k del carbono (CK), ox�ıgeno

(OK), sodio (NaK), magnesio (MgK), f�osforo (PK), azufre

(SK), cloro (ClK), potasio (KK), y calcio (CaK).

Tabla I. Concentraciones medias de los

principales iones intracelulares analizados en

c�elulas 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

F�osforo 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

K/Na

4,72 4,55 7,82

Todas las concentraciones se expresan como milimoles por

kilogramo de peso seco, media ± error est�andar (EE). La �ultima

fila corresponde al cociente de la concentraci�on media de

potasio/sodio.
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elevada. Por consiguiente algunos estudios publi-

cados sugieren que las CE pueden conservarse in

vitro durante hasta 10 generaciones sucesivas antes

de su envejecimiento34,43. Sin embargo, Bellon et

al44 y Conte et al17 describieron que las CE son

capaces de mantener las caracter�ısticas morfol�ogicas

principales durante los cuatro primeros subcultivos,

apareciendo cambios importantes a partir del tercero

y una clara degeneraci�on de las c�elulas a partir

del quinto. De forma parecida, Zhu y Joyce45 y

Alaminos et al32 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 m�as

viables y que el proceso de envejecimiento se

desencadena empezando a partir del cuarto pase.

Por esta raz�on, en la presente investigaci�on usamos

los tres primeros pases de c�elulas para determinar

cu�al es el m�as adecuado para su uso en ingenier�ıa de

tejidos.

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 c�elulas. Las barras de error representan el error est�andar para cada subcultivo. Todos los

par�ametros se expresan como milimoles por kilogramo de peso seco de c�elula.

Tabla II. Significaci�on estad�ıstica (valores de p) para las comparaciones de las concentraciones intrace-

lulares de diversos iones y para la actividad de PGI2

1 comparado con 2 comparado con 3 1 comparado con 2 2 comparado con 3 1 comparado con 3

Cl p ¼ 0,584 p ¼ 0,806 (NS) p ¼ 0,278 (NS) p ¼ 0,404 (NS)

Mg p ¼ 0,006 p ¼ 0,294 (NS) p ¼ 0,001 (3) p ¼ 0,042 (3)

P p ¼ 0,078 p ¼ 0,555 (NS) p ¼ 0,003 (3) p ¼ 0,179 (NS)

K p ¼ 0,001 p ¼ 0,404 (NS) p < 0,001 (3) p < 0,001 (3)

Na p ¼ 0,013 p ¼ 0,768 (NS) p < 0,001 (2) p ¼ 0,024 (1)

S p ¼ 0,021 p ¼ 0,229 (NS) p ¼ 0,561 (NS) p ¼ 0,015 (3)

PGI2 p < 0,001 p ¼ 0,110 (NS) p ¼ 0,008 (2) p ¼ 0,008 (1)

1 comparado con 2 comparado con 3 corresponde a las comparaciones de m�ultiples grupos usando la prueba de Kruskal-Wallis (pases

de c�elulas 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 estad�ısticamente significativas para estas comparaciones, se muestra

entre par�entesis el pase de c�elulas con el mayor contenido del elemento espec�ıfico analizado.

NS: no estad�ısticamente significativo.
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En este sentido, los resultados mostrados en la

presente investigaci�on revelan que las concentracio-

nes intracelulares de algunos elementos en las CE

humanas podr�ıan diferir entre los tres primeros

pases de c�elulas, con un notable aumento del

cociente K/Na desde los dos primeros pases al ter-

cero, asociado con una disminuci�on 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 c�elulas conservadas en cultivo

y puede usarse como marcador de la viabilidad de

las c�elulas o como indicador de lesi�on celular32,46,47.

Coincidiendo con los resultados del presente estu-

dio, Adragna48 utilizando CE describi�o un aumento

exponencial del cociente K/Na relacionado con los

d�ıas en cultivo y el n�umero de subcultivos de c�elulas.

De acuerdo con los resultados microanal�ıticos, las

CE que pertenecen al tercer pase de c�elulas son las

m�as precisas para usar en ingenier�ıa de tejidos.

Por otra parte, encontramos que el contenido

intracelular de magnesio aument�o desde el segundo

al tercer pase en las CE cultivadas. De acuerdo con

una investigaci�on previa de Buja et al26 y Di

Francesco et al49, una posible explicaci�on de este

aumento i�onico podr�ıa ser la variaci�on de la

concentraci�on intracelular de adenos�ın trifosfato

(ATP). Adem�as, en la presente investigaci�on,

detectamos un aumento casi significativo de la

concentraci�on intracelular de f�osforo en el tercer

subcultivo de CE. Desde un punto de vista microa-

nal�ıtico, la concentraci�on de f�osforo sigue siendo

constante en c�elulas sin una lesi�on estructural y

disminuye significativamente en aquellas lesio-

nadas24. En nuestro caso, el aumento del f�osforo

podr�ıa asociarse con la activaci�on celular y la mejora

de la actividad biosint�etica y replicativa de las c�elulas

en el tercer pase.

Aunque las diferencias no fueron significativas en

las c�elulas de la presente investigaci�on, identifica-

mos una tendencia hacia una mayor concentraci�on

de cloro y azufre en las c�elulas pertenecientes al ter-

cer subcultivo. Las variaciones de la concentraci�on

de cloro son marcadores apropiados de la apoptosis

temprana en diferentes tipos de c�elulas50-52,

mientras que el azufre se relaciona con el contenido

intracelular de prote�ınas y glucosaminoglucanos24,53.

En la presente investigaci�on, las variaciones no

significativas de ambos elementos (cloro y azufre)

son un indicio de que los cambios microanal�ıticos

experimentados por las CE de diferentes cultivos

probablemente no se asocian con apoptosis.

Adem�as de la viabilidad celular, el investigador

debe garantizar que las c�elulas que han de usarse

en ingenier�ıa de tejidos son funcionales por

completo. En la presente investigaci�on, primero,

caracterizamos las c�elulas cultivadas mediante

inmunocitoqu�ımica para los marcadores endotelia-

les CD34 y factor de von Willebrand para garantizar

que la mayor parte de c�elulas usadas eran de origen

endotelial. Por lo tanto, efectuamos un an�alisis

secuencial de la funci�on de las CE cuantificando la

producci�on de dicho factor y la liberaci�on de PGI2
en las CE correspondientes a diferentes pases de

c�elulas. Los resultados de este an�alisis demostraron

que el n�umero de c�elulas positivas para el factor von

Willebrand fue similar en los tres primeros pases de

c�elulas, lo que sugiere que las funciones asociadas

con actividad del factor permanecen estables en CE

cultivadas. No obstante, la capacidad de estas c�elulas

para sintetizar y liberar PGI2 es alta en el primer y

segundo pase, detect�andose niveles m�as bajos en el

tercero. La PGI2 es un potente vasodilatador y un

inhibidor de la agregaci�on plaquetaria cuya

cuantificaci�on se ha usado como marcador apro-

piado de la funci�on de las CE en cultivo. Coinci-

diendo con los resultados del presente estudio, se ha

descrito que la producci�on de PGI2 por las CE culti-

vadas disminuye durante el subcultivo de CE de

animales y humanas54. Estos resultados indican que

las CE mantenidas en cultivo son estables desde un

punto de vista biol�ogico y expresan cantidades

similares de factor von Willebrand pero tienen ten-

dencia a perder su funcionalidad con el tiempo. Por

esta raz�on, las c�elulas del tercer pase no ser�ıan �utiles

para la construcci�on de tejidos y �organos artificiales

por ingenier�ıa de tejidos.

Fig. 4. Cociente medio K/Na, s�ıntesis de PGI2 y

expresi�on de factor de von Willebrand en las c�elulas

endoteliales correspondientes a los tres primeros pases de

c�elulas. El aumento del cociente K/Na se asocia con una

disminuci�on significativa de la s�ıntesis de PGI2 despu�es

del segundo pase de c�elulas, con niveles estables de factor

de von Willebrand. PGI2: prostaciclina; vW: factor de Von

Willebrand.
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En resumen, todos los resultados de la presente

investigaci�on implican diversas consecuencias. Por

una parte, el cociente K/Na sugiere que la mayor

viabilidad celular corresponde al tercer pase de

c�elulas. Por otra parte, la mayor actividad vasomo-

tora funcional de las CE seg�un lo determinado

mediante cuantificaci�on de PGI2 se encontr�o en las

c�elulas correspondientes al primer pase, al mismo

tiempo que, seg�un lo determinado mediante

detecci�on de factor de von Willebrand, la fase

humoral de la coagulaci�on permaneci�o estable.

Considerado en conjunto, concluimos que el pase de

c�elulas m�as apropiado para la ingenier�ıa de tejidos es

el segundo. En estos momentos, de acuerdo con los

resultados del presente estudio, tanto la viabilidad

como la funci�on convergen y las CE muestran un

equilibrio adecuado entre estos dos importantes

par�ametros.

La presente investigaci�on se financi�o con becas del Ministerio de

Sanidad espa~nol (becas FIS PI061784 y PI061781 del Instituto

Espa~nol de Salud Carlos III).
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