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Introducción 
Departamento de Ciencias Morfológleas y Cirugía. La siembra de edlulas enddelia- 

Facultad de Medicina. Univemfdad de Alcala de Henares, les sobre prótesis vasulares tiene 
Madrid (EspaAa) como objetivo la búsqueda de un 

recubrimiento natural, en forma de 
monocapa endotelial, que evite el 

RESUMEN 
El endotelio en la pared vascular constituye una lúnica natural anWrom- 

boggnica en intimo contacto con e/ torrenre sanguíneo 
La sustttucidn de vasos de pequeño calibre con prdiests ariific~ales m 

ha tenido el Bxito esperado, deb~de furidarnen!alrnente a la ausencta de 
endotelizacrdn en el material prof&s~co. 

El p&r recubrir eslos materiales con una superficte celufac previo al 
implante, podrh solventar esle problema. Por ello en esle trabalo. nos plan- 
tearnos la obtenc~dn d e  una monccapa endofeliai estable 4n vrtrm m o  

paso previo a su implante en una prdtesis vascular ~ i n  v i o .  
Hemos estudiado la influem~a de la Cíbronecfina, en sus papeles de 

mediador entre d substrato y la cdluia endoteIIa1 y su comportamtenfo cuan- 
do se añade al medio de cultivo. Nuestros resullados demuestran que. 
aunque la frbronectina ejerce un efecto favorable cuando se ublira como 
pegamento bmk5gfc0, en el tratamiento de las protesis previo a /a srembra, 
posteriormente al afiadiria al medio de cultivo, parece ejercer un efecto 
tóxico cobre la adhesión y supervrvericia de las c&/ulas endotehales. 

SPIMMARY 
The endoteEy sf !he vaccular wall represents a nalural anfrlhrmbogenic 

/ayer ln inhmal contact witb the bloody llow 

The waited success d the anlif~cial prufhes~s as replacers of rnrnor ves- 
seis was not reached. Basrcal.): !Is p w r  results were caused by the lake 
of endotelizat~on on the prothesical malerral. 

A celuEar lap on the prothesrs, prevrously lo the ~rnplant, could be a 
good resollulion to thts problem. ln we studied !he possibility lo obtain a 
stable, endotet~ai mondayer ntn vitrci. More to Ihe H i n  v i t o ~  irnplant of [he 

fracaso del material prot&ico de pe- 
queño calibre implantado en territo- 
rios vacculares patolbgicoc. Con ello 
se obvrarian complicaciones inme 
diatas debidas fundamentalmente a 
trombosis (1)- asi corno podría im- 
pedirse el desencadenam~enlo de 
una respuesta en forma de hiperpla- 
sia intima1 (S) 

Numerosos trabalos, tanto experi- 
mentales (3, 4, 5, 6) como, última- 
mente, clfnicos (7, 8, 9) han sido pu- 
blicados en los Últimos 12 años, des 
& q u e ~ y & ( I o ) e n l m m  

municaran sus primeros resultados 
sobre Fa siembra de las c8lulas en- 
doteliales e n  una prótesis de Dacron. 

Los estudios ain vitror son nece 
sarios para conocer el comporta- 
miento de la célula endolelrat sobre 
los drstintos materiales protésrcos utl- 
Iizados en clinica humana. bci, te 
davla quedan muchos problemas 
por resolver, tales como: a) origen 
y fuente id6nea de obtención de las 
c6lulas endotelialec destinadas a la 
siembra; b) factores que f a w r ~ e n  

vasc~rlar prothesis. 
' Pro7 Titular de Cirugía. 

We sludied the role of f~bronectine as a rnediafor between the substract .. Prot Ciencias Morfo,dgicas 
and !he endotelial cell Changes on Iibxonectine when r f  rs added un Ihe Becarios (Medicina. ~iología) 
culture rneditrm were afsv analrzed. Alihough Crbronectine has some POS!~I-  " " MédlcQ Adlunio de Cirugia Hosp Gre- 

ve effecfs as a bidogic nglue~ prevfo~rsly to !he rmplant lo !he prothesrs. 
porio Maraiibn (Madrid) 

(1) El presente trabajo ha sido realizado con our resuits show fhat afíef the ~rnplant, Itbronecbne colild cause a tux~c ,,, de lnvesrigacidn F,CS 91,0,75 
effect un ihe adherente and survival o! the endotelral celfs. y M-66 (U.A H ) 
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la adhesión al substrato protcisico: c) 
morfología y función de esas célu- 
las en contacto con el material sin- 
tético; d )  renovación de dichas célu- 
las y e) evolución a largo plazo de 
las mismas post-siembra. 

Conocer todos estos datos sería 
de gran irnportancra antes de llevar 
a cabo el implante de las prbttesis 
sembradas y su exposición al f lup 
sanguíneo, donde otros muchos fac- 
tores sabernos que van a conducir 
al éxito o al fracaso del recubrrmien- 
to deseado. 

Dentro de esta linea de tnvestiga- 
ción, nos hemos planteado un estu- 
d10 experimental <lin vitral> con cél'u- 
las endoteliales procedentes del 
cerdo, sembradas en material pre 
tesico de PTFE (porosidad 30 prn). 

como primer paco antes de implan- 
tar dichas prótesis en este animal de 
experimentación. Trataremw con ello 
de encontrar el momento idbneo 
para. según la monocapa endotelial 
establecida con las células endote- 
Iiales sembradas. obtener los melo- 
res resultados con el implante pro- 
tesico. 

Material y m4todbs 

1. Obtencidn de las células 
endoteliales 

La obtencm de células endote- 
liales se real~zo a partir de las venas 
yugulares eKternas del cerdo (varie- 
dad mini-pig). Cos anrmales, una-vez 
anestesiados, eran simetidos a cer- 
v~cotomia. disecando rneticulosa- 
mente ambas yugulares externas. I i -  

gando todas sus colaterales. y 
canulanda 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 carnara de flujo laminar en 
condiciones d e  maxima esterilidad 
siendo lavadas y posteriormente re- 
llenadas con una solucron de cola- 
genasa II al O.lQ/o. dejando actuar 
la misma durante 15 minutos en es- 

Fig. 1 - Cultivo de c&lulas endoteliales. Se obervan mitosis p). 20X. 

Zufa a 3 7 O  C A continuación, previo 
lavado, fue recogido el contenido ve- 
noso en medio de cultivo y centrifu- 
gado El precipitado fue resuspen- 
dido en M-199 suplementado y 
depositado en recipientes de siem- 
bra y estufa de Coz.  El medio de 
cultivo fue renovado cada 2 días 
Cuando se establecia una rnonoca- 
pa celular sobre toda la base del re- 
cipiente de siembra. se realizaban 
subcultivos, llevando a cabo las 
srernbras a partir de estos subculti- 
voc primarios Posteriormente. las ce- 
lulas endotelrales procedentes de los 
subcultivos eran tevarrtadas de la pla- 
ca de siembra con una solución de 
tripsina, siendo concentradas de 
nuevo en M-199. extrayendo una 
muestra que sirvici para realizar un 
contaje del número de células, reali- 
zando drcha contale en una carnara 
Neumbaer 

La identiiicacton de las células en- 
doteliales se realizb mediante proce- 
dimiento inrnunohistoqliimico, utili- 
zando la deteccion de anticuerpos 
CD 10 de mono y e! método conju- 
gado biotina-avidina post-ideniifica- 
ción con naftol esterasa (Budd y 

cols.) (5) 

2. Material protbsico 
Ei i ~ p o  de prótesis vascular utiliza- 

do para la stembra ha sido el polite- 
trafluoroetileno expandido (PTFE) de 
5 rnm de disrnetro interno y 30 pm 

de porosidad La prótesis fue abrer. 
ta longitudinalmente y seccionada en 
pequerlos cuadrados de 1.5 cm de 
lado, los cuales eran ~ntroducidoc en- 
tre el tope y un pequen0 segmento 
de la parte superior de un tubo 
Ependorí, con objeto de poder es- 
terilizar el pequello fragmento de 
PTFE y que el mrsmo ofreciera ade- 
más una superficie circular sobre la 
que sembrar las células endotelia- 
les Las pequeñas muestras de 
PTFE. previa esterilizacion en 6xido 
de etileno. quedaban de esta forma 
preparadas para ser sembradas 

3. Diseño experimental 
El material pror6s1co fue sembra- 

do en todos los casos padiendo de 
una concentraci6n de 2 a 5 millo- 
nes/mm7 de células endoteliales. 
depositando con una micropipeta 
una cantidad de 0.2 ml 

Se realizaron tas siembras de dos 
modos dijerentes. 
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Flg. 2 - Grupo A-1: a) Siembra de c6lulas endoleliales a los 10 minutos. 500 X. b) Cambio de la modologia celular durante 
la adhesidn. 2000 X. c) Lamina de celulas endoteliales a las 2 horas. 200 X. d) Disco de PTFE totalmente cubierto por cblutas 

endotebales. 16X. 

A,  - Tratamrento del n F E  con 
fibronectina (20 pglml) du- 
rante 35 minutos previa a la 
SI ern bra. 

A7 - Tratamiento del PTFE con 
fibronectina (20 pglrnl) du- 
rante 15 minutos previa a la 
siembra y adici~n al medio 
de cultivo cada vez que este 
era renovado. 

Los tiempos de estudio han sido 

10 minutos, t 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 h o  

ras. posteriormente pasadas a tam- 
pcn Milloning pH 7.3. deshidrata- 
das en series graduales de acetonas. 

obteniendo a contrnuacidn el punto 
critico en un Polaron E-300  con 
C02. metalizadas e n  oro paladio y 
observadas en un microscopio elec- 
tronrco de barrido Zeiss 590 DSM. 

Resultados 
Las ceiulias endoteliales prmeden- 

tes de la vena yugular de cerdo, cre 
cen en les frascos de cultivo for- 

Angiofogia . 3192 fl 97 



J M Belldn J Buldn, J Navlet, M C G~anonan A Hernando N Garcia y F Turepanc 

Fig. 3 - Grupo A-1: a) Mwnocapa endotelial estable a las 24 horas. 2WX. b) LamEna contlnua a las 48 horas. 500X. C )  Puentes 

Intercitoplasrnáticos a los 4 dlas, 250QX. d) Alargamiento de la lamina celular. IOOOX. 

mando una monocapa confluente. 
pudiendo incluso a veces obser- 
varse c6lulas en un estrato supe- 
rior, visualizandose figuras mit0ticas 
(Fig. 1) 

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

A los 60 minutos ya se observan 
algunos grupos de c6lulas muy ad- 
heridas y de forma caracteríslica, 
junto a otras que presentan una su- 
perficre burbujeante y rnicroveliosida- 
des, indicando cambios en su citoes- 
queleto para su desplazamiento en 
busca de adhesión al substrato de 
PTFE (Flg. 2b). Dos horas despues, 

las láminas celulares sobre el PTFE 
son muy evidentes y apenas se o b  

Grupo A-1 (Siembra sobre subs- 
trato tratado con frbronect~na). 

La primera muestra, tomada a los 
diez mrnutos de realizada la siern- 
bra, perrn~te observar un gran nu- 



Siembra de c6tulas endoteliaies oorcinas sobre un substrato de po~itetratluoroeti~eno (PTFE) 

Fig. 4 - Grupo A-2: a) Monocapa confluente a las 48 horas. 500X. b) Celula adosada mediante prolongaciones pseudopédicas 

a un estrato celular subyacente. 200üX. c) Trab6culas celulares levant8ndace del substrato de PTFE a los 7 dias. 400X. d) 

Panorámica del disco de PTFE, no obsewandose laminas adheridas al substrato. 12X. 

servan zonas de prótesis sin cubrir. 
Ya a pequeños aumentos se distin- 
gue perfectamente una cubierta ce- 
lular formada por células planas po- 
ligonales y sobre ella todavía se 5b- 
sewan algunas células enddeliales 
subyacente$ (Fig. 2c). 

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

áreas de exposición de la malla pro- 
tesica. por tanto en este estadio po- 
demos cons;derar que ya se esta- 
blece una cubierla celular Dptima de 
sembrado. 

A las 24 horas, la supedicie sem- 
brada presenta un aspecto menos 
abigarrado, con el establecrmiento 
dei una rnonocapa celular. Las célu. 
las forman u n  colo 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 citoplasmatiti- 
cos de uni6n intercelular (Fq. 3c). 

La estabrlidad observada hasta los 
4 dias comienza a perderse. tradu- 
ciendose en la ciparicibn de la malla 
de PTFE entre las 18minac celulares. 
Hay que destacar el discreto cam- 

. . - 
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bto en la rnorfologia celular. donde 
las c6lulas a los 7 días muestran un 
aspecto mas elongado y no tan po- 
ligonal (Ftg 3d). 

En el último ectadio esiudiado, que 
corresponde a los 10 dias de la 
siembra, apenas si se observan al- 
gunas celulas sobre la malla de 
mFE. 

Grupo A-2 (Adicidn de fibronecti- 
na cada ver que se renueva el me- 
dio) 

Dado que los medios se renue- 
mn dianamente, el pnmer estadio es- 

tudkado es a las 48 horas y en este 
tiempo no se observan diferencras 
con el grupo anterior (Fig. 4a). Las 
c6lulas endotellales forman IAminas 
confluentes y en algunas areas se 
observan biestratos celulares con 
~mdgenes similares a las obsenmdas 
en los cultivos primarros de c&lulas 
endoteliales. Tampcxo se observan 
diferencias significativas a los 4 días 
(Fig. 4b). Pera a panir de este esta- 
dio, se obserm un efecto negativo 
de la adicion de fibronectina, ya que 
el proceso de desanclaje al substra- 
lo es mayor y, así, a los 7 días la 
superficie sembrada se halla cubierta 
por muy pocas células que forman 
láminas alargadas y parcialmente Ii. 
bres sobre la malla de PTFE (Figu- 
ra 4c); y a los 10 dias, como en el 
caso anterior y en una panoramrca, 
s61o se aprecian cBlulas rndivi- 
duales con algunos restos celulares 
(Fig. 4d). 

Dlscusidn 
En la busqueda del sustituto vas- 

cular mds adecuado para vasos de 
pequeño calibre- se han ensayado 
gran numero de proiesis de drferen- 
tes biomateriales. Estos han fracasa- 
do, no por la falta de biocompatibili- 
dad. sino porque su implante no va 
seguido de un recubrimiento endo- 
ielial (11): este es un factor necesa- 
no e indrspensable para evitar el fra- 
caso quirúrgico, sobre todo debida 

a trombosis. Toda ello ha motivado 
que gran parte de las investigacio- 
nes se hayan dirigido a intentar en- 
contrar el rnktodo mas eficaz que 
permita un recubrimiento endoteiial 
en dichos materiales protesicos. 

Los estudios min vitro~ son un pri- 
mer paso importante para obtener, 
en condiciones estacionarias, una 
capa celuEar estable sobre las pró- 
tesis vasculares. Estos ectudios to- 
davía no han resuelto algunas mes- 
tiones importantes y bssicas, que 
son: el método ideal para la obten- 
cien de las cdulas endotelrales. el 
momento optirno para la siembra de 
las mismas y la adherencia al subs- 
trato de las células sembradas. 

Aunque tanto los m6todos mecB 
nicos (12) como enzimhticos (13, 14) 
permiten obtener dlulas 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 extracción de las 
c&lulas o bien, mas tardíamente pro- 
cedentes de subcultivos. También es 
importante saber cual es el momen- 
to idoneo en los mencionados sub 
cultivos para realmr 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, así, se han dec- 
crito alteraciones en la expresión de 
sus proteinas antrgénrcas. s ~ r e c t o n  

de ciertas enzimas, etc. (16, 17). 
En nuestro diseño experimental 

hemos obtenido con resultados sa- 
tisfactorios, celulas endoteliales pro- 
cedentes de la vena yugular exter- 
na del cerdo, procediendo con 6xit0 
a su cultivo Posteriormente, hemos 
subcultivado dichas c&luFas y reali- 
zado la siembra en e! momento del 
segundo subcultivo, aunque en la 1i- 
teratura el número de los mismos es 
mayor, en general entre 3 y 10 (18) 
En nuestra opinrón no es necesario 
dilatar tanto tiempo este proceso 

pues el comportamjento de la célu- 
la endsitelial, por lo menos en el caso 

de las c6iuras porcinas, es exube- 
rante, establectendose rápidamente 
una monocapa confluente e incluso, 
en masrones, se puede observar la 
existencia de muliiestratos, lo que 
conlleva al levantamiento de las ck- 

lulas del cultivo y a la rnvalidacidn 
del experrmento. 

Otro problema importante, como 
ya mencionamos, es el de la adhe- 
rencia al subctrato, relacionado es- 
trechamente con las propiedades 
fisico-químicas de los materiales uti- 
lizados para la fabricación de las pr& 
tesis vasculares. Asi, se incluyen la 
carga negativa, la capacidad de im- 
perrneabilización y la porosidad de 
las mismas (19, 20, 21). Estas pro- 
piedades van a conferir una de las 
cualidades mas importantes de las 
prdtesis, que es la antiadheaencia 
para evitar la trombosis al paso del 
flujo sanguíneo. Es precisamente 
este un factor que incluye negativa- 
mente en el proceso de la siembra 
de dlulas endoteliales 

Asi, nosolros hemos comprobado 
(22, 23), al igual que otros autores 
(24)- la dificultad de adhesión de las 
celtrlas a la trama de PTFE. Por ello. 
para mejorar la adherencia al subs- 
trato, se ha intentado la utifizacrón de 
algún tlpo de material que favorez- 
ca la adhesidn celular. Dentro de éc- 

tos, han sido utilizadas diferentes ws- 
tancias, como fibronectina, laminina, 
colagens etc. (25, 26). 

Desde los trabalos de Rarnalan- 
jaona y cols. (271, en los cuales 
describían la falta de producción en- 
dbgena de fibronectina por las c 6  
lulas endoteliales cuando estas son 
levantadas de su medio habitual, se 
conoce la necesidad de afiadir de 
m d o  cornplernentarro dicha sustan- 
cia 

De nuestros resultados se des- 
prenden tres hechos: a) la fibronec- 
tina no es suficiente para mantener 
a la cklula endoteiial adherida largo 
tiempo, b) el pretratamtento del sub% 
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