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RESUMEN

El endotelio en la pared vascular constituye una tunica natural antitrom-
bogénica en intimo contacto con el lorrente sanguineo

La sustitucion de vasos de pequeno calibre con protesis artificiales no
ha tenido el eéxito esperado, debido fundamentalmente a la ausencia de
endolelizacion en el material protésico.

El poder recubrir estos matenales con una superficie celular, previo al
implante, podria solventar este problema. Por ello en este trabajo, nos plan-
teamos la obtencion de una monocapa endotelial estable «n vitro» como
paso previo a su implante en una prolesis vascular «in vivos,

Hemos estudiado la influencia de la fibronectina, en sus papeles de
mediador entre el substrato y la célula endotelial y st comportamiento cuan-
do se anade al medio de cultivo. Nuestros resultados demuestran que,
aunque la fibronectina ejerce un efecto favorable cuando se utiliza como
pegamento bioldgico, en el tratamiento de las protesis previo a la siembra,
posteriormente al anadirla al medio de cultivo, parece ejercer un efecto
toxico sobre la adhesion y supervivencia de las células endoteliales.

SUMMARY

The endotely of the vascular wall represents a nalural antithrombogenic
fayer in intimal contact with the bloody flow

The waited success of the artificial prothesis as replacers of minor ves-
sels was not reached. Basically, its poor results were caused by the lake
of endotelization on the prothesical material

A celular lap on the prothesis, previously (o the implant, could be a
good resocitution to this problem. In we studied the possibility to obtain a
stable, endotelial monolayer «in vitro» before to the «in vivo» implant of the
vascular prothesis.

We studied the role of fibronectine as a mediator between the substract
and the endotelial cell. Changes on fibronectine when it is added on the
culture medium were also analized. Although fibronectine has some positi-
ve effects as a biologic «glue» previously to the implant to the prothesis,
our results show that after the implant, fibronectine could cause a toxic
effect on the adherence and survival of the endotelial cells

Introduccion

La siembra de células endotelia-
les sobre protesis vasculares tiene
como objetivo la busqueda de un
recubrimiento natural, en forma de
monocapa endotelial, que evite el
fracaso del material protésico de pe-
queno calibre implantado en territo-
rnos vasculares patologices. Con ello
se obviarian complicaciones inme-
diatas debidas fundamentalmente a
trombosis (1), asi como podria im-
pedirse el desencadenamiento de
una respuesta en forma de hiperpla-
sia intimal (2)

Numerosos trabajos, tanto experi-
mentales (3, 4, 5, 6) como, ultima-
mente, clinicos (7, 8, 9) han sido pu-
blicados en los dltimos 12 anos, des
de que Hermring y cols. (10) en 1978 co-
municaran sus primeros resultados
sobre la siembra de las células en-
doteliales en una protesis de Dacron

Los estudios «in wvitro» son nece-
sarios para conocer el compora-
miento de la célula endotelial sobre
los distintos matenales protésicos uti-
lizados en clinica humana. Asi, to-
davia quedan muchos problemas
por resolver, tales como: a) origen
y fuente idénea de obtencién de las
celulas endoteliales destinadas a la
siembra; b) factores que favorecen
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la adhesion al substrato protésico; ¢)
morfologia y funcién de esas célu-
las en contacto con el material sin-
tético; d) renovacion de dichas célu-
las y e) evolucidn a largo plazo de
las mismas post-siembra.

Conocer todos estos datos seria
de gran importancia antes de llevar
a cabo el implante de las protesis
sembradas y su exposicion al flujo
sanguineo, donde otros muchos fac-
tores sabemos que van a conducir
al éxito o al fracaso del recubrimien-
to deseado.

Dentro de esta linea de investiga-
cion, nos hemos planteado un estu-
dio experimental «in vitro» con célu-
las endoteliales procedentes del
cerdo, sembradas en material pro-
tésico de PTFE (porosidad 30 um),
como primer paso antes de implan-
tar dichas protesis en este animal de
experimentacion. Trataremos con ello
de encontrar el momento idoneo
para, segun la monocapa endotelial
establecida con las células endote-
liales sembradas, obtener los mejo-
res resultados con el implante pro-
tésico,

Material y métodos

1. Obtencion de las células

endoteliales

La obtencidon de células endote-
liales se realizé a partir de las venas
yugulares externas del cerdo (varie-
dad mini-pig). Los animales, una-vez
anestesiados, eran simetidos a cer-
vicotomia, disecando meticulosa-
mente ambas yugulares externas, Ii-
gando todas sus colaterales, vy
canulando sus dos extremos en el
mismo acto operatorio, siendo pos-
teriormente introducidas en MEM,
para su transporte al laboratorio. Las
venas fueron entonces procesadas
en una camara de flujo laminar en
condiciones der maxima estenlidad
siendo lavadas y posteriormente re-
llenadas con una solucion de cola-
genasa Il al 01%, dejando actuar
la misma durante 15 minutos en es-

Fig. 1- Cultivo de células endoteliales. Se obervan mitosis (). 20X.

tufa a 37° C. A continuacion, previo
lavado, fue recogido el contenido ve-
noso en medio de cultivo y centrifu-
gado. El precipitado fue resuspen-
dido en M-199 suplementado vy
depositado en recipientes de siem-
bra y estufa de CO.. El medio de
cultivo fue renovado cada 2 dias.
Cuando se establecia una monoca-
pa celular sobre toda la base del re-
cipiente de siembra, se realizaban
subcultivos, llevando a cabo las
siembras a partir de estos subcult-
vos primarios. Posteriormente, las cé-
lulas endoteliales procedentes de los
subcultivos eran levantadas de la pla-
ca de siembra con una solucion de
tripsina, siendo concentradas de
nuevo en M-199, extrayendo una
muestra que sirvid para realizar un
contaje del numero de células, reall-
zando dicho contaje en una camara
Neumbaer

La identificacion de las celulas en-
doteliales se realizé mediante proce-
dimiento  inmunohistoquimico, Ltili-
zando la deteccion de anticuerpos
CD 10 de mono y el métado conju-
gado biotina-avidina post-identifica-
cion con naftol esterasa (Budd y
cols.) (5).

2. Material protésico

El tipo de protesis vascular utiliza-
do para la siembra ha sido el polite-
trafluoroetileno expandido (PTFE) de
5 mm de diametro interno y 30 um
de porosidad. La protesis fue abier-
ta longitudinaimente y seccionada en
pequenos cuadrados de 15 cm de
lado, los cuales eran introducidos en-
ire el tope y un pequeno segmento
de la parte supenor de un tubo
Ependorf, con objeto de peder es-
terilizar el pequeno fragmento de
PTFE y que el mismo ofreciera ade-
mas una superficie circular sobre la
que sembrar las celulas endotelia-
les. Las pequenas muestras de
PTFE, previa esterilizacion en 6xido
de etileno, quedaban de esta forma
preparadas para ser sembradas.

3. Diseno experimental

El material protésico fue sembra-
do en lodos los casos partiendo de
una concentracion de 2 a 5 millo-
nes/mm® de células endoteliales,
depositando con una micropipeta
una cantidad de 0,2 ml.

Se realizaron las siembras de dos
modos diferentes:
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Fig. 2 - Grupo A-1: a) Siembra de células endoteliales a los 10 minutos. 500 X. b) Cambio de la morfologia celular durante
la adhesion. 2000 X. c) Lamina de células endoteliales a las 2 horas. 200 X. d) Disco de PTFE totaimente cubierto por células

A, — Tratamiento del PTFE con
fibronectina (20 ag/ml) du-
rante 15 minutos previa a la
siembra

A; — Tratamiento del PTFE con
fibronectina (20 ug/ml) du-
rante 15 minutos previa a la
siembra y adicion al medio
de cultivo cada vez que eéste
era renovado.

endoteliales. 16X.

Los tiempos de estudio han sido:

10 minutos, 1 hora, 2 horas, 18 ho--

ras, 24 horas, 40 horas, 4 dias, 7
dias y 10 dias

Se obtuvieron muestras de los dos
grupos, las cuales fueron fijadas en
glutaraldehido al 3% durante 18 ho-
ras, posteriormente pasadas a tam-
pen Milloning pH 73 deshidrata-
das en series graduales de acetonas,

obteniendo a continuacion el punto
critico en un Polaron E-300 con
CO., metalizadas en oro paladio y
observadas en un microscopio elec-
tronico de barrido Zeiss 590 DSM

Resultados

Las celulas endoteliales proceden-
les de la vena yugular de cerdo, cre-
cen en los frascos de cultivo for-
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Fig. 3 - Grupo A-1: a) Monocapa endotelial estable a las 24 horas. 200X. b) Lamina continua a las 48 horas. 500X. c) Puentes
intercitoplasmaticos a los 4 dias. 2500X. d) Alargamiento de la lamina celular. 1000X.

mando una monocapa confluente,
pudiendo incluso a veces obser-
varse celulas en un estrato supe-
rior, visualizandose figuras mitoticas
(Fig. 1).

Grupo A-1 (Siembra sobre subs-
trato tratado con fibronectina)

La primera muestra, tomada a los
diez minutos de realizada la siem-
bra, permite observar un gran nu-

mero de células sobre el disco de
PTFE. Predominan todavia células
de forma esférica, indicando que no
se han adherido al substrato. Otras,
en cambio, ya han modificado su
morfologia, volviendose de forma po-
ligonal plana, con prolongaciones
pseudopodicas que preferentermen-
te emiten hacia los nodos de la ma-
lla de PTFE para asi poder adherir-
se mejor (Fig. 2a).

A los 60 minutos ya se observan
algunos grupos de celulas muy ad-
hendas y de forma caracteristica,
junto a otras que presentan una su-
perficie burbujeante y microvellosida-
des, indicando cambios en su citoes-
gueleto para su desplazamiento en
busca de adhesion al substrato de
PTFE (Fig. 2b). Dos horas después,
las laminas celulares sobre el PTFE
son muy evidentes y apenas se ob-
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Fig. 4 - Grupo A-2: a) Monocapa confluente a las 48 horas. 500X. b) Célula adosada mediante prolongaciones pseudopdédicas
a un estrato celular subyacente. 2000X. c) Trabéculas celulares levantdndose del substrato de PTFE a los 7 dias. 400X. d)
Panoramica del disco de PTFE, no observandose laminas adheridas al substrato. 12X.

servan zonas de protesis sin cubrir.
Ya a pequenos aumentos se distin-
gue perfectamente una cubierta ce-
lular formada por células planas po-
ligonales y sobre ella todavia se ob-
servan algunas celulas endoteliales
subyacentes (Fig. 2c).

Una panoramica de PTFE (Figu-
ra 2d) a las 18 horas, para observar
la gran profusion celular que abar
ca toda la superficie, no presenta

areas de exposicion de la malla pro-
tésica, por tanto en este estadio po
demos considerar que ya se esta-
blece una cubierta celular optima de
sembrado.

A las 24 horas, la superlicie sem
brada presenta un aspecto menos
abigarrado, con el establecimiento
de una monocapa celular. Las célu-
las forman un solo estrato y apenas
se distinguen las uniones celulares

(Fig. 3a). Esta monocapa se mantie-
ne estable durante las 48 horas
(Fig. 3b). A las 96 horas, en alguna
zona a grandes aumentos, se pue-
den observar puentes citoplasmati-
cos de union intercelular (Fig. 3c).
La estabilidad observada hasta los
4 dias comienza a perderse, tradu-
clendose en la apancion de la malla
de PTFE entre las laminas celulares
Hay que destacar el discreto cam-
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bio en la morfologia celular, donde
las celulas a los 7 dias muestran un
aspecto mas elongado y no tan po-
ligonal (Fig. 3d).

En el ultimo estadio estudiado, que
corresponde a los 10 dias de la
siembra, apenas si se observan al-
gunas celulas sobre la malla de
PTFE.

Grupo A-2 (Adicion de fibronecti-
na cada vez que se renueva el me-
dio).

Dado que los medios se renue-
van diariamente, el primer estadio es-
tudiado es a las 48 horas y en este
tiempo no se observan diferencias
con el grupo anterior (Fig. 4a). Las
células endoteliales forman laminas
confluentes y en algunas areas se
observan biestratos celulares con
imagenes similares a las observadas
en los cultivos primarios de células
endoteliales. Tampoco se observan
diferencias significativas a los 4 dias
(Fig. 4b). Pero a partir de este esta-
dio, se observa un efeclo negativo
de la adicién de fibronectina, ya que
el proceso de desanclaje al substra-
to es mayor vy, asi, a los 7 dias la
superficie sembrada se halla cubierta
por muy pocas células que forman
laminas alargadas y parcialmente |i-
bres sobre la malla de PTFE (Figu-
ra 4c), y a los 10 dias, como en el
caso anterior y en una panoramica,
sélo se aprecian celulas indivi-
duales con algunos restos celulares
(Fig. 4d).

Discusion

En la busqueda del sustituto vas-
cular mas adecuado para vasos de
pequeno calibre, se han ensayado
gran numero de protesis de diferen-
tes biomateriales. Estos han fracasa-
do, no por la falta de biocompatibili-
dad, sino porque su implante no va
seguido de un recubrimiento endo-
telial (11); éste es un factor necesa-
rio e indispensable para evitar el fra-
caso quirdrgico, sobre todo debido

a trombosis. Todo ello ha motivado
que gran parte de las investigacio-
nes se hayan dirigido a intentar en-
contrar el método mas eficaz que
permita un recubrimiento endotelial
en dichos materiales protésicos.
Los estudios «in vitro» son un pri-
mer paso importante para obtener,
en condiciones estacionarias, una
capa celular estable sobre las pro-
tesis vasculares. Estos estudios to-
davia no han resuelto algunas cues-
tiones importantes y basicas, que
son: el método ideal para la obten-
cion de las células endoteliales, el
momento optimo para la siembra de
las mismas y la adherencia al subs-
trato de las células sembradas.
Aunque tanto los metodos meca-
nicos (12) como enzimaticos (13, 14)
permiten obtener células viables, po-
siblemente haya alteraciones funcio-
nales que no permiten su estabili-
dad a largo plazo. Por otro lado el
momento ideal para la siembra cons-
tituye otro problema, ya que el mis-
mo puede ser efectuado de una for-
ma inmediata a la extraccion de las
celulas o bien, mas tardiamente, pro-
cedentes de subcullivos. También es
importante saber cual es el momen-
to idoneo en los mencionados sub-
cultivos para realizar la siembra,
pues indudablemente una célula en
cultivo se altera y se adapta a las
condiciones del nuevo medio en el
que se desarrolla y, asi, se han des-
crito alteraciones en la expresion de
sus proteinas antigénicas, secrecion
de ciertas enzimas, etc. (16, 17).
En nuestro diseno experimental
hemos obtenido con resultados sa-
tisfactorios, células endoteliales pro-
cedentes de la vena yugular exter-
na del cerdo, procediendo con éxito
a su cultivo. Posteriormente, hemos
subcultivado dichas células y reali-
zado la siembra en el momento del
segundo subcultivo, aungue en la li-
teratura el nimero de los mismos es
mayor, en general entre 3 y 10 (18).
En nuestra opinion no es necesario
dilatar tanto tiempo este proceso,

pues el comportamiento de la célu-
la endotelial, por lo menos en el caso
de las células porcinas, es exube-
rante, estableciendose rapidamente
una monocapa confluente e incluso,
en ocasiones, se puede observar la
existencia de multiestratos, lo que
conlleva al levantamiento de las ce-
lulas del cultivo y a la invalidacién
del experimento.

Otro problema importante, como
ya mencionamos, es el de la adhe-
rencia al substrato, relacionado es-
trechamente con las propiedades
fisico-guimicas de los materiales uti-
lizados para la fabricacion de las pré-
tesis vasculares. Asi, se incluyen: la
carga negativa, la capacidad de im-
permeabilizacién y la porosidad de
las mismas (19, 20, 21). Estas pro-
piedades van a conferir una de las
cualidades mas imporantes de las
protesis, que es la antiadherencia
para evitar la trombosis al paso del
flujo sanguineo. Es precisamente
éste un factor que incluye negativa-
mente en el proceso de la siembra
de células endoteliales.

Asl, nosotros hemaos comprobado
(22, 23), al igual que otros autores
(24), la dificultad de adhesion de las
células a la trama de PTFE. Por ellg,
para mejorar la adherencia al subs-
trato, se ha intentaclo la utilizacion de
algun tipo de maternal que favorez-
ca la adhesion celular, Dentro de és-
tos, han sido utilizadas diferentes sus-
tancias, como fibronectina, laminina,
colageno, etc. (25, 26).

Desde los trabajos de Ramalan-
jaona y cols. (27), en los cuales
describian la falta de produccion en-
dogena de fibronectina por las cé-
lulas endoteliales cuando éstas son
levantadas de su medio habitual, se
conoce la necesidad de anadir de
modo complementario dicha sustan-
cia.

De nuestros resultados se des-
prenden tres hechos: a) la fibronec-
tina no es suficiente para mantener
a la celula endotelial adherida largo
tiempo, b) el pretratamiento del subs-
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trato con fibronectina favorece la ad-
hesion de la célula endotelial en el
momento de la siembra; ¢) la adi-
cion suplementaria de fibronectina
en cada renovacion del medio de
cultivo, parece ejercer, sin embargo,
un efecto negativo sobre la adhesion
celular, pudiendo observarse trabé-
culas celulares levantadas sobre la
lamina de PTFE.
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