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RESUMEN

Una de las problematicas existentes en la siembra de células endotelia-
les (CE), es la fuente de obtencion de las mismas. La utilizacion para este
fin del territorio venoso es limitada y no siempre posible.

El objetivo de este trabaia ha sido realizar un estudio comparativo del
comportamiento tras la siembra «in vitro» sobre protesis vasculares de poli-
tetrafluoroetileno (PTFE), de CE obtenidas de vena umbilical y células me-
soteliales (CM) procedentes de epiplon humano. Se utilizaron los primeros
subcultivos de ambos tipos celulares. La identificacion se realizé con ant-
cuerpos monoclonales anti Factor Vill, anti-CD 34 y anti-vimentina, La acti-
vidad funcional se valoré determinando los niveles de prostaciclina por
técnicas de radioinmunoensayo. El material protésico utilizado fue PTFE
de 30 pm de porosidad, pretratado con fibronectina (20 pg/mi). El estudio
morfologico se efectud con microscopia electronica de barrido, siendo los
tiempos de estudio de 824,48 horas, 47,10 dias.

Las CM en cultivo presentaron un comportamiento similar a las CE.
Ambos tipos celulares mostraron positividad para anticuerpos anti Factor
Vil y CD 34. Las CM fueron positivas para vimentina, no asi las CE. Las
tasas de produccion de prostaciclina fueron similares en los dos tipos celu-
lares. La siembra sobre PTFE mostré un comportamiento similar.

Las CM obtenidas del omentum pueden constituir una alternativa valida
de recubrimiento de protesis vasculares de PTFE.
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cedieron otros trabajos experimen-
tales llevados a cabo en animales (2),

para finaimente culminar en estudios
clinicos (3). Estos, sin embargo, to-
davia no han dado los resultados es-
perados.

Una de las problematicas existen-
tes en la siembra de CE es la fuente
de obtencion de las mismas. A pe-
sar de los avances en las técnicas
de cultivos, la poblacion de CE que
pueden ser extraidas de las venas
es manifiestamente insuficiente (4).

En el laboratorio, para llevar a
cabo estudios «n vitre», indudable-
mente la vena de corddn umbilical
humano es la idénea. En animales
de experimentacion se han utilizado
venas yugulares (5) y en el humano
vena safena (6) e incluso se han ex-
traido CE de venas varicosas (7) vy
de safena criopreservada (8).

El territorio venoso en el humano
debe ser preservado, debido a que
las venas constituyen todavia la me-
jor opcion para realizar «by-pass» 0
cirugia de sustitucion vascular.

Es por ello por lo que se han ido
buscando otras fuentes posibles de
obtencion de CE. Asi Wagner y cols.
(9) sefalaron que el tejido adiposo
es una fuente importante de CE.
Otros autores (10, 11, 12, 12, 14) su-
girieron la posibilidad de obtener las
CE de los microvasos de la grasa.
Pearce y cols. (15), Williams y cols.
(16) y Lachat y cols. (17), realizaron
siembras de CE procedentes del
omentum en protesis vasculares de
PTFE.
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SUMMARY

One of the problems about the cultive of endotelial cells (EC) is the
source of them. Venous source is limited and not allways possible.

The goal of the present work was to compare the different behavour
after the «in vitro» cultive of EC from umbilical vein and mesotelial cells
(MC) from the human epiplon. The cultive was made on a vascular polite-
trafluoroetilen (PTFE) prosthesis. Identification was based on the presence
of monoclonal antibody anti-factor VIIl, anti-CD 34 and anti-vimentine.
Fonctional activity was analized measuring the prostaciclin levels by radio-
inmunoassay. The prosthetic material was PTFE with a 30 um porosity,
pretreated with fibronectin (20 ug/mi). The morphologic study was
made by electronic microscopy after 8, 24 and 48 hours and 4, 7 and
10 days.

The behavour from the EC and MC cultives was similar. Both types
of cells showed positive antibodies anti-f. VIll and anti-CD 34. However,
only the MC cultives were positive anti-vimentine. Prostaciclin production
rates were similar in both types of cultives. The behavour on the PTFE

was also similar.

The omentum MC could be a valid alternative for coating PTFE vascular

prosthesis.

Las CE obtenidas del epiplon pue-
den contamincrse con células me-
soteliales (CM) (18, 19).

Utilizando anticuerpos monoclona-
les hay estudios que ponen en duda
que las poblaciones celulares obte-
nidas del epiplon sean de CE (20),
confirmando otros que realmente sf
son CM (21). Algunos les han deno-
minado «endotelioides» (22).

Nosotros, utilizando anticuerpos
monoclonales hemos visto que las
CM obtenidas del epiplon, admiten
positividad para marcaje especifico
de CE y ademas de células muscu-
lares lisas (23).

En el presente trabajo hemos es-
tudiado el comportamiento «in vitro»
de CM extraidas de epiplon huma-
no en comparacion con CE conven-
cionales obtenidas de vena umbili-
cal sembradas sobre protesis
vasculares de PTFE.

Material y métodos
Cultivos celulares
a) CM

La obtencidn de las células se
efectud de piezas de omentum

(30-40 gr), obtenidas de donantes en
el curso de intervenciones de ciru-
gla abdominal reglada.

Las piezas se sumergieron en Mi-
nimum Esential Medium (MEM) (GIB-
CO BRL), suplementado con antibi¢-
tico/antimicético (10000  Ul/ml
penicilina, 10000 pg/ml Estreptomi-
cina, 25 pg/ml anfotericina B y Fun-
gizona) (GIBCO BRL) y transporta-
das hasta el laboratorio.

Para la obtencidon de las células
mesoteliales se ha utilizado una mo-
dificacion del método de Kern vy
cols. (10).

El omentum fue sometido a lava-
do en MEM vy las células fueron ex-
traidas mediante digestion con co-
lagenasa tipo | CLS (0,1% en Cl,.Ca
15 mM) (Worthington) durante 20
minutos a 37° C en bafno de agita-
cion.

Tras la digestion, la suspension ce-
lular se recogié en un tubo coénico
(50 ml) (Falcon) y se centrifugd a
200 g durante 7 minutos.

A continuacion el sobrenadante
fue eliminado y el pellet celular re-
suspendido en 5 ml de Medio 199

(M-199) (Gibco BRL), 10000 Ul/ml
penicilina/10000 pg/ml Estreptomici-
na (Gibco BRL), L-glutamina 2mM
(Gibco BRL), factor de crecimiento
para CE (ECGF) 20 ug/ml (Sigma)
y heparina sddica 90 ug/ml (Roche).

Posteriormente, se traspaso la sus-
pension celular a un frasco de culti-
vo de 25 cm? de superficie (Nun-
clon) € incubada a 37°C en una
estufa de cultivo suplementada con
5% de CO..

El medio de cultivo fue renovado
cada dos dias hasta la formacion de
una monocapa confluente en la pa-
red del frasco de cultivo.

b) CE

Las CE fueron obtenidas a partir
de vena de corddn umbilical huma-
no, mediante tratamiento con cola-
genasa tipo | 0,1% (Worthington).
Posteriormente, las células fueron
puestas en cultivo siguiendo la me-
todologia descrita por Jaffe y cols.
(24) y modificada por Gimbrone
(25).

Al igual que para las CM, como
medio de cultivo se empleé M-199
(Gibco BRL). Los cultivos fueron in-
cubados a 37° C en una estufa de
CO,, en ambiente humedo, hasta la
formacion de una monocapa celu-
lar confluente.

Subcultivos

En ambos tipos celulares, una vez
formada la monocapa en el frasco
de cultivo, las células fueron levan-
tadas del mismo con una solucion
de tripsina-EDTA IX (Gibco BRL), la
cual se dejo actuar durante cinco mi-
nutos a 37° C. La accion de la enzi-
ma fue detenida por adicion de
M-199 completo, y la suspension ce-
lular asi obtenida fue dividida en fras-
cos de cultivo a razén 1:2.

Recuento y viabilidad celular
El numero de células viables ob-
tenido tanto de las piezas de omen-
tun como de vena umbilical se de-
termind mediante la prueba de Azul
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Tripan y sometido posteriormente a
recuento en una camara de Neum-
bauer (Weber-Scientific-Internat. Ltd).

Identificacion celular

La identificacion celular se realizé
mediante técnicas inmunchistoquimi-
cas.

Tanto para las CE como para las
CM se utilizaron anticuerpos mono-
clonales anti-Factor VIl (Biomeda),
anti-CD 34 (Serotec), y anti-Vimentina
(Biomeda).

En ambos casos se siguio la téc-
nica de la fosfatasa alcalina por el
procedimiento de Avidina-Biotina.

Actividad biologica

Fue llevada a cabo determinando
niveles de prostaciclina. Los mismos
fueron detectados mediante técnicas
de radioinmunoensayo (RIA) por me-
dicion de los niveles de 6-Keto-
Prostaglandin F,, (Amersham), inter-
mediario estable en la ruta meta-
bdlica de la sintesis de ~rostaci-
clina.

Camaras de siembra

Fueron construidas con un peque-
fio segmento de un tubo Ependorff
como hemos descrito en trabajos an-
teriores (26), siguiendo la metodolo-
gia de Budd vy cols. (27).

El material protésico utilizado fue

el politetrafluoroetileno (PTFE) de 30
pm de porosidad (W. L. Gore & Ass.
Flagstaff Ariz. USA) preparado en
forma de pequenos parches de for-
ma cuadrada de 1,5 cm de lado, to-
mados de prétesis vasculares con-
vencionales de pared finay de 5 mm
de diametro interno.

La superficie protésica previamen-
te a la siembra estuvo incubada a
38° C con fibronectina (20 pg/ml) du-
rante 1 hora.

Estudio morfoldgico

Se efectuo utilizando la microsce-
pia electronica de barrido. Las pie-
zas fueron fijadas en glutaraldehido
al 3% y posteriormente pasadas a
una solucion tamponada de Millo-
ning pH 7.3. Luego se deshidrata-
ban en series graduales de aceto-
nas, obteniendo el punto critico en
un Polaron E-3000 con CO.. Poste-
riormente fueron metalizadas en un
metalizador (Polaron) y observadas
en un microscopio electronico de ba-
rrido Zeiss-950 DSM.

Disefio experimental

Se realizaron dos grupos de estu-
dio:

— grupo de CE procedentes de
vena umbilical

— grupo de CM procedentes de
epiplon

Ambos grupos celulares fueron
sembrados después del primer sub-
cultivo.

Los tiempos de estudio de las
siembras fueron de: 8, 24, 48 h., 4,
7 y 10 dias.

Resultados

Cultivos

Tanto las CE como las CM pre-
sentan un buen comportamiento en
cultivo, obteniéndose un crecimien-
to exponencial en el plazo de una
semana gue permite alcanzar el es-
tado de monocapa sobre todo el
frasco de cultivo. La morfologia de
las células en cultivo, aunque simi-
lar (Fig. 1E, 1M) en cuanto a forma
y tamafo, presenta en las CM una
forma mas poligonal con relacion a
las CE.

Identificacion

Las reacciones inmunohistoquimi-
cas (Tabla ), ponen de manifiesto
la presencia de antigenos de super-
ficie CD 34 vy factor VIl en ambos
tipos celulares, si bien la positividad
fue mas intensa tanto en coloracién
como en numero para las CE.

Se evidenciaron filamentos inter-
medios usando anticuerpos anti-
vimentina en CM, no existiendo ape-
nas marcaje en las CE.

Fig. 1 - E: Aspecto de las CE en cultivo (10X). M: Las células mesoteliales en cultivo muestran una morfologia
mas poligonal que las CE (10X).
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Tabla | establece la monocapa, un mayor
Respuesta de las células endoteliales y mesoteliales grosor de la misma es mostrado por
frente a distintos anticuerpos las CM, mientras que las CE al ser

sembradas forman una fina capa a

Anti CD-34 Anti-Factor VIl Anti-Vimentina través de la cual es posible obser-

Células endoteliales ++++

Células mesoteliales -+

var la textura de la malla protésica
st + (Fig. 2, M2, E2).
il bl 48 h. La cubierta celular en forma

Prostaciclina

La actividad funcional de las cé-
lulas pudo ser medida a través de
la capacidad de ambas estirpes ce-
lulares para producir prostaciclina.
Aparecieron valores que superaron
los 5 ng/ml en ambos tipos celula-
res, lo que indica una elevada pro-
duccion de prostaciclina en ambos
cultivos celulares.

Siembra

8 h. Las CM presentan una bue-
na adherencia sobre la superficie del
PTFE favorecida por la adicion de
fibronectina previa a la siembra. A
este tiempo se observa toda la su-
perficie protésica cubierta por célu-
las, en su mayoria todavia esféricas,
que se situan algunas de ellas so-
bre un estrato de CM ya adheridas
totaimente al substrato subyacente.
Asimismo, estas células comienzan
a anclarse sobre los nodos del PTFE,
al igual que lo realizan las CE. La
CM presenta un aspecto mas den-
so debido a una mayor consistencia
citoplasmatica junto con una mayor
capacidad de adhesiéon al PTFE,

24 h. Gran parte de la superficie
del PTFE se halla recubierta por CM.
Todavia se observan gran numero de
células redondeadas sobre la capa
establecida (Fig. 2, M1), mientras
que en el PTFE sembrado con CE
el numero de células esféricas en
este estadio es minima (Fig. 1, E1).
La confluencia celular se establece
en grandes dreas compactas para
las CM, mientras que en el caso de
las CE no se ha alcanzado el grado
de confluencia y es posible distin-
guir los limites celulares. Cuando se

de monocapa confluente se estable-

Fig. 2 - M1: Comienzo de la formacién de la monocapa de CM a las 24 h. de la

siembra (200X). E1: CE adheridas al PTFE a las 24 h. de la siembra (200X). M2: La

monocapa de CM presenta un mayor grosor (500X). E2: La monocapa de CE permite

apreciar la textura del PTFE (500X). M3: Aspecto liso de la superficie apical de las

CM a las 48 h. de la siembra (3000X). E3: Actividad de la CE a las 48 h. de la siembra,
superficie apical con numerosas microvellosidades (2000X).
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ce para ambas estirpes celulares. La
superficie apical para las CM mues-
tra un aspecto homogéneo Yy liso,
mientras que para las CE la fina
capa muestra una superficie mucho
mas lisa, siendo posible detectar al-
guna célula con actividad, como lo
muestra la presencia de pequenas
microvellosidades en su superficie
apical (Fig. 2, M3); (Fig. 2, E3).

4 d. La estabilidad de la capa co-
mienza a perderse, observandose
areas denudadas de PTFE que in-
dican la pérdida celular sobre el ma-
terial protésico.

7-10 d. La superficie de PTFE que
aparece recubierta por células es mi-
nima. Sdlo colonias de escaso nu-
mero de células pueden ser obser-
vadas en la superficie protésica.

Discusion

La posibilidad de utilizar omentun
para la obtencién de CM, supondria
una gran ventaja en cuanto a poder
disponer de una fuente de células
destinadas a siembra, sin necesidad
de recurrir a territorios venosos.

Las CM en cultivo presentan un
comportamiento similar a las endo-
teliales (23, 28, 28, 30).

Para la identificacion de estas cé-
lulas existe todavia controversia. Asi,
desde un punto de vista morfolégi-
Co, para nosotros son perfectamen-
te identificables por la caracteristica
disposicion del glicocalix que rodea
a la CM. Sin embargo, para otros
autores (31) serfa muy dificil llevar a
cabo la identificacion solamente por
criterios histologicos.

Para la identificacion celular se ha
recurrido también a la utilizaciéon de
anticuerpos monoclonales especifi-
cos. De estos, algunos para CE
como CD-34 y factor VIII, son tam-
bién positivos para CM, aungue en
menor grado. En relacion a estos
marcadores, existen discrepancias
entre los distintos autores; asi para
algunos (32, 33, 34, 35) las CM

muestran un patron negativo para
ellos, mientras que para otros (11, 28,
30, 34, 36, 37) dichas células pre-
sentan un patrén granular difuso
pero positivo para los mismos. La
presencia de células de contamina-
cion en el cultivo de CM, tales como
CE de microvasos o incluso fibro-
blastos, podria ser uno de los para-
metros que indujesen a error. Asf
Drouet y cols. (38) demuestran la
presencia de RNAm especifico para
el factor VIII, aun cuando no encuen-
tren positividad para antigeno en cé-
lulas aisladas del omentum. Similar
hecho ocurre con el Ag vimentina,
a pesar de que existe positividad en
relacion inversa al caso anterior (es
decir marcaje poco intenso para CE
y muy intenso para CM). Este he-
cho vendria justificado por la presen-
cia de una gran cantidad de filamen-
tos que presenta el citoplasma de
la célula mesotelial (23). Similares re-
sultados han obtenido Van Hins-
bergh y cols. (21), Sterpetti y cols.
(18) y Potzsch y cols. (32).

La actividad funcional de ambos
tipos celulares para producir prosta-
ciclina, aunque en un principio solo
se crefa potestativo de las CE, ha
demostrado que las CM producen
también tasas de prostaciclina simi-
lares o superiores a las endoteliales
(28, 29, 30, 39).

En cuanto a los resultados de la
siembra de CM, estamos de acuer-
do con Thomson y cols. (34) al exis-
tir una mejor adhesion en los prime-
ros momentos para las CM en
comparacion con las CE. Sin embar-
go, diferimos en el tiempo de forma-
cién de la monocapa confluente que
ellos establecen a 1 h. de la siem-
bra, mientras que para nosotros no
se alcanza hasta las 24 h. Esto qui-
zas pueda ser debido a la diferente
concentracion de fibronectina utiliza-
da 01 mg/ml versus 20 ug/ml.

Como se observa, no existe uni-
formidad en cuanto a proceso de
identificacion celular y comporta-
miento de las CM en la siembra. Ello

se debe fundamentalmente a que
los métodos de aislamiento no es-
tan tan perfeccionados como para
aislar una sola estirpe a partir del
omentun. En la mayoria de los tra-
bajos existe un concepto poco claro
que permita diferenciar entre CE de
microvasos y CM, asi como tampo-
co existen marcadores especificos
que completen esta informacion.

En nuestro estudio aportamos que
las CM obtenidas a partir del omen-
tun presentan un comportamiento si-
milar a las endoteliales al ser sem-
bradas sobre el PTFE. Sin embargo,
es posible poner de manifiesto dife-
rencias entre ambas estirpes celula-
res. Asi, la formacion de la monoca-
pa mesotelial difiere en textura y
grosor en relaciéon a la endotelial.
Otro hecho es que la superficie api-
cal de la célula mesotelial permite
diferenciarla de otras estirpes tales
como endoteliales o fibroblastos (23).
El criterio utilizado por otros autores
(21, 33), como la de presentar un
mayor numero de microveliosidades
en su superficie apical para las CM,
no es posible observarlo tras su
siembra sobre PTFE.

Por ello podemos concluir afir-
mando:

a) para nosotros existen diferen-
cias evidentes tanto en cultivo como
al ser sembradas sobre PTFE entre
las CE y las CM;

b) las CM se presentan y compor-
tan sobre el biomaterial del mismo
modo que las CE y ademas produ-
cen prostaciclina. Ello nos permite
considerarlas como una buena al-
ternativa para la siembra de prote-
sis vasculares.
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