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El factor de crecimiento endotelial vascular
induce proteinas de matriz extracelular y
osteopontina en la arteria umbilical

Manfred Infanger', Jirka Grosse’, Kriss Westphal’, Annekatrin Leder’, Claudia Ulbrich?,
Martin Paul’ y Daniela Grimm?, Berlin, Alemania

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un mediador mitogénico, angiogénico y
potente estimulador de la permeabilidad vascular. Desempefa un papel importante en los trau-
matismos, contribuye a la aparicién de edema durante el estadio agudo de una lesién tisular y
favorece su reparacion. Recientemente, en pacientes quemados con lesion vascular asociada,
demostramos un aumento significativo de las concentraciones séricas de este factor. En el pre-
sente estudio, examinamos sus efectos sobre vasos sanos tratados con una concentracion de
VEGF comparable a la obtenida en pacientes que son victimas de grandes quemaduras. Se
aplico intraluminalmente VEGF 165 (0,2 ml de 10 ng/ml) o excipiente (suero fisiologico al
0,9%) a las arterias umbilicales a 37 °C. Acto seguido, se perfundio el cordén umbilical durante
4 h. Durante la perfusion, los parametros funcionales y bioquimicos se mantuvieron dentro de
limites fisiolégicos normales. Posteriormente, se analizaron los vasos mediante morfometria, tin-
cion con rojo sirio, microscopia de polarizacion, analisis Western blot e inmunohistoquimica.
Ademas, las células endoteliales de la vena umbilical humana (CEVUH) en cultivo se trataron
con VEGF o excipiente durante 90 min y 5,5 h para examinar las proteinas de matriz extracelular
(ECM) y el receptor de las tirosinacinasas. En las arterias umbilicales tratadas con VEGF se
demostré un edema tisular significativo y, al mismo tiempo, un aumento de la laminina y de
colageno de tipo |, lll 'y IV, comparado con las arterias de control. Detectamos un aumento de
Flt-1, Flk-1, osteopontina y betai-integrina. EI VEGF indujo precozmente laminina en las
CEVUH segun lo determinado mediante flujocitometria. Paralelamente, al cabo de 90 min, el
VEGF indujo una mayor cantidad de osteopontina, betas-integrina y ambos receptores de las
tirosinacinasas en células endoteliales. La aplicacién intraluminal de VEGF aumenta la pro-
duccion de proteinas ECM, osteopontina y beta;-integrina, mientras todavia genera edema
tisular. EI VEGF inicia el remodelado vascular al mismo tiempo que genera edema, aun cuando
el vaso diana no esté lesionado. La osteopontina y la beta;-integrina, ambas inducidas por
VEGF, podrian desempefiar un importante papel en el proceso de remodelado vascular.
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El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es
un mitoégeno especifico de la célula endotelial in vitro y
un mediador clave de la angiogénesis y la permeabili-
dad vascular in vivo' . Esta proteina de 45 kDa consiste
en dos subunidades, que induce casi exclusivamente la
proliferacién de células endoteliales. Se han descrito
cinco isoformas humanas con un niimero diferente de
aminodacidos’ (VEGF 121, 145, 165, 189 y 206). El
VEGF 121 y el VEGF 165 son isoformas solubles y las
mas abundantes. El VEGF 165 es un importante esti-
mulador de la proliferacion de células endoteliales®, y
el VEGF 121 es responsable del aumento de la
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permeabilidad vascular’. La expresiéon de VEGF esta
controlada por la diferenciacién, transformaciéon y
aporte de oxigeno. El efecto del VEGF estd mediado por
dos receptores de la tirosinacinasa, VEGFR-1/flt-1
(tirosinacinasa 1 similar a fms) y VEGFR-2/flk (cinasa 1
hepatica fetal)/KDR, que se localizan casi exclusiva-
mente en las células endoteliales.

Las células endoteliales de la intima estan muy
especializadas con funciones endocrinas, exocrinas,
de adhesion celular, de coagulacion y transporte, y
desempefian un importante papel en los mecanis-
mos del flujo sanguineo, regulacién de la coagula-
cién, adhesion leucocitaria y crecimiento de la
célula muscular lisa vascular; también sirven de
barrera a la difusién transvascular de liquidos y solu-
tos. Pueden adaptarse rapidamente a los cambios de
su medio”'°. Cuando, por ejemplo, lesiones como
las quemaduras o una lesién cerebral traumatica
afectan al tejido circundante, aumenta la permea-
bilidad vascular, lo que se traduce en un edema
tisular local y general. El VEGF parece participar en
estos procesos, puesto que Harrigan et al'' demos-
traron que la infusion intraventricular de este factor
favorece la angiogénesis con un edema cerebral
minimo. Nuestro grupo demostré que el nivel de
VEGF aumenta significativamente en pacientes con
quemaduras extensas, graves'”.

Ademas del VEGF, en el sistema de extravasacion
y remodelado vascular participan integrinas y com-
ponentes de la matriz extracelular (ECM). Reciente-
mente, demostramos que la aplicacién intraluminal
de VEGF es beneficiosa para el proceso de curacion
en microcirugia vascular y que la curacion de una
anastomosis microvascular se acompafia de un
aumento de proteinas ECM'. En los vasos sangui-
neos son detectables muchas de estas proteinas,
incluidos diversos tipos de colageno, fibronectina,
laminina y vitronectina'*"'®. Algunas de ellas son los
ligandos de las integrinas, que son moléculas trans-
membrana heterodiméricas que constan de una
subunidad alfa y otra beta. Los receptores de adhe-
sion de la beta,-integrina median la fijacion de las
células endoteliales a la ECM vy facilitan su creci-
miento, migracién y capacidad para depositar pro-
teinas de matriz. Son importantes factores de la
reestenosis y la aterogénesis'’. No se ha investigado
todavia como influye el VEGF en la expresion de las
integrinas y como afecta a los diversos componentes
de la ECM.

No obstante, se sabe que la lesién de un niimero
considerable de vasos, como lo observado en pacien-
tes que son victimas de una quemadura de, como
minimo, el 30% del drea de superficie corporal,
desencadena una notable expresion de VEGF'?2
Entre la primera y tercera semanas después del
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accidente, la concentracion sérica de VEGF aumenta
como minimo ocho veces comparado con lo normal.
Podria ser una importante razén de la muerte de
muchos pacientes. Por lo tanto, estdbamos intere-
sados en estudiar los efectos de concentraciones
elevadas de VEGF sobre los vasos normales.

Con este objetivo, aplicamos un modelo de perfu-
sion ex vivo que ya ha demostrado ser 1til para un
corazén funcionante hemoperfundido aislado ex
vivo'®'?_ Este sistema de simulador permite estudios
en condiciones de flujo fisiolégico normal, asi como
el registro en linea del flujo y la presion. Poste-
riormente, examinamos la presencia de edema y
evaluamos simultdneamente un posible efecto de
remodelado. Determinamos la expresion de inte-
grinas, proteinas de ECM y receptor de las tirosina-
cinasas en la arteria umbilical bajo la influencia de
VEGF. Ademas, investigamos los efectos del factor
sobre las células endoteliales de la vena umbilical
humana (CEVUH) para examinar los cambios de las
proteinas ECM y mostrar como este factor actia en
el endotelio umbilical ex vivo e in vitro.

METODOS
Seleccion y transporte de 6rganos

Se obtuvieron 20 cordones umbilicales a partir de la
Neonatal Unit del Charité-University Hospital (Ber-
lin, Alemania). Su procedencia era de mujeres sanas
y normotensas (valores normales de presion arterial,
sin infeccion ni diabetes) después de dar a luz por
cesarea a un recién nacido a término. Los criterios
de exclusion fueron la presencia de lesiones vascula-
res o anomalias del propio cordén umbilical. Se
extrajeron segmentos aislados de 12 cm de longitud.
Inmediatamente después del parto, el cordon umbi-
lical se prepard cuidadosamente y se introdujo en
una solucién isoténica. A continuacion, se transpor-
taron hasta el laboratorio al cabo de una hora (con-
servados en suero fisioldgico frio [4 °C]).

Preparacion del cordon umbilical

Después de su examen macroscopico (exclusion de
anomalias, p. ej., arteria umbilical tinica, acodadura
0 angulaciones, oclusiéon parcial o completa), se pre-
pararon 20 cordones umbilicales. Una parte de estas
muestras se consideraron controles no perfundidos
(Cnp, n = 20). Usando microscopia, se prepararon y
canularon la arteria y vena umbilical (tubo de alimen-
tacion pediatrico). Los catéteres se fijaron con mate-
rial de sutura quirtrgica (Vicryl 3-0; Ethicon, St-
Stevens-Woluwe, Bélgica) a los vasos. Mas tarde, se
inyectaron a través del catéter arterial 0,2 ml de
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VEGF 165 (grupo VEGFn = 10, 10 ng/ml; Chemicon,
Hofheim, Alemania) o excipiente (grupo Cp, n = 10,
suero fisiologicoal 0,9%) y 0,2 ml de colorante azul de
Evans (Merck, Darmstadt, Alemania; al 2% diluido
en suero fisiologico) (grupos perfundidos). Mas tarde,
las arterias del cordon umbilical se incubaron a 37 °C
durante 90 min en la cdmara de perfusion.

Modelo de perfusion del cordén
umbilical

Después del acondicionamiento (90 min), los cordo-
nes umbilicales del grupo Cp y el grupo VEGF se
conectaron con el modelo de perfusion, descrito
recientemente'®'?, al mismo tiempo que sirvieron
como controles las 20 muestras de cordon umbilical
no perfundido (control cero) (Cnp). Acto seguido, se
restablecié una temperatura de 37 °C iniciandose la
perfusiéon con una solucién de dializado humano
(1.872,3 ml de agua bidestilada estéril, 57,1 ml de
solucién de hemodidlisis SW 239 A9; Braun, Mel-
sungen, Alemania) y 70 ml de una soluciéon de
hemodializado de bicarbonato (bicarbonato 8,4%,
Braun) para la perfusion. La solucion (pH 7,4)
contenia 140 mmol/l de Na*, 2 mmol/l de K*, 1,75
mmol/l de Ca**, 0,75 mmol/l de Mg**, 112 mmol/l
de CI, 32 mmol/l de HCO3; 84 g/l de NaHCO;, 3
mmol/l de CH;COO™ y 2 g/l de glucosa. De acuerdo
con el protocolo, la circulacién de perfusion conte-
nia 1.250 ml de solucién de dializado. Aunque la
solucién de perfusion se bombed a través del cordon
umbilical durante 4 h, mediante un intercambiador
de calor conectado a un bafio de agua se mantuvo a
37 °C y se oxigen0 mediante un flujometro
(DK800OR; Krohne, Duisburg, Alemania) con una
mezcla de oxigeno y di6xido de carbono (95% de O,
y 5% de CO,). Los datos hemodindmicos se moni-
torizaron usando un microcontrolador introducido
en un ordenador personal con un programa espe-
cifico (Mediport Biotechnik, Berlin, Alemania)
evaluando continuamente los parametros siguien-
tes: tasa de flujo, presion de perfusion arterial y
venosa. Efectuamos un andlisis continuo de la
solucion con respecto a su pH y temperatura (37 °C)
al igual que analisis de los gases de la solucion
durante el experimento (ABL 555; Radiometer,
Copenhague, Dinamarca). Ademads, en el medio de
perfusion se determind la concentraciéon de sodio,
potasio, calcio y bicarbonato'®'®. Alas 1, 2y 3 h, se
inyect6 1 ml de azul de Evans en la arteria umbilical
a través de una valvula de tres vias (llave de paso).

Experimento de cultivo de células

Las CEVUH y un medio de crecimiento de células
endoteliales (listo para usar) se adquirieron a partir
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de Promocell (Heidelberg, Alemania). Los 30 cultivos
de células se trataron con excipiente (suero fisioldgico
al0,9%) o VEGF 165 (10 ng/ml) durante 90 min o 5,5
h. De cada grupo, cinco muestras se fijaron con etanol
(70%) y otras cinco muestras se sometieron a conge-
lacion rapida para analisis Western blot.

Evaluacion histologica y microscopia de
polarizacion

Para la histologia, se obtuvieron cortes transversos
de tejido del cordéon umbilical (n = 10, cada grupo)
y se tifleron con hematoxilina-eosina y rojo sirio
como colorantes especificos de estructuras del
tejido conjuntivo'*?°. Los cortes se sumergieron
en el fijador Methacarn, se fijaron en parafina y se
cortaron en secciones de 3 pm de grosor. Se efectud
una tincion estandarizada usando el sistema
Robot-Stainer (Robot-Stainer HMS 760; Microm
International, Walldorf, Alemania). Los vasos se
visualizaron utilizando un microscopio Zeiss
(Overkocken, Alemania) Axiophot. Se analizo el
endotelio, la estructura vascular, la gelatina de
Wharton y epitelio amniético. La microscopia de
polarizacion se efectué de acuerdo con Junqueira
et al*°. El coldgeno de tipo I se presenta en color
amarillo, naranja o rojo, mientras que el de tipo III
aparece de color verde.

Inmunohistoquimica

Los anticuerpos utilizados para este estudio se diri-
gieron contra el colageno de tipo IV (1:100; Dako,
Hamburgo, Alemania), laminina (prediluida,
equipo de Sigma, Taufkirchen, Alemania), VEGF-
A (1:50, Chemicon), Flk-1, Flt-1 (ambos 1:50; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) y osteopon-
tina (1:100, Developmental Studies Hybridoma
Bank, Department of Biological Sciences, University
of Towa, Iowa City, IA). Los complejos antigeno-
anticuerpo se visualizaron con la técnica de la inmu-
noperoxidasa indirecta?'%2.

Analisis automatico de las imagenes

El andlisis automatico de las imagenes se aplicé para
evaluar cuantitativamente los cambios intersticiales
del edema en tejidos perfundidos de cordén umbili-
cal y la distribucién de las proteinas ECM, usando
para ello un dispositivo de andlisis de imédgenes asis-
tido por ordenador'®'??'2? (Olympus Optical,
Hamburgo, Alemania).

Analisis flujocitométrico de la laminina

En cada prueba, se afladieron anticuerpos monoclo-
nales a 10° de células individuales que se habian
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preparado y fijado en etanol (70%), como se ha
descrito previamente>. Las células se incubaron con
el anticuerpo anti-laminina no conjugado (lami-
nina, Sigma), durante 60 min, a temperatura
ambiente en la oscuridad y se lavaron tres veces con
suero fisiologico neutralizado con fosfato que con-
tenia un 2% de suero de ternera fetal. Las células se
trataron de nuevo durante 60 min a temperatura
ambiente con isotiocianato de fluoresceina, se con-
jugaron con el antisuero anti-inmunoglobulina G de
conejo (Dako) y se lavaron. Las suspensiones de
células se analizaron con un flujocitobmetro Facscan
(Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania) provisto
de un laser de argdn, como se ha descrito previa-
mente?’. Se consideraron positivas las células que
ejercieron intensidades de fluorescencia por encima
del limite superior de la distribucion del control
negativo.

Contenido de agua

Los cortes de tejido de cordon umbilical se pesaron y
desecaron durante 24 h a 95 °C. Después de pesar-
los, el porcentaje del contenido de agua del cordén
umbilical se calculé del modo siguiente:

%H,0 = [(peso en humedo — peso en seco)

x 100]/peso en humedo

Analisis Western blot

Al término de la perfusion, las arterias se separaron
cuidadosamente de la gelatina de Wharton utili-
zando instrumentos de microdiseccion. La extrac-
cién de proteinas, la electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico y la in-
munotransferencia se efectuaron siguiendo los pro-
tocolos habituales'®'??*?% Se efectuaron seis
repeticiones. Para el presente estudio se utilizaron
anticuerpos contra los antigenos siguientes:
coldgeno tipo IV (1:1.000, Dako), laminina (1:1.000,
Chemicon), beta;-integrina (1:1.000; BD Trans-
duction Laboratories, San Jose, CA), osteopontina
(1:1.000; Developmental Studies Hybridoma Bank),
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH,
1:1.000; Affinity BioReagents, Golden, CO), VEGF
(1:1.000, Chemicon), Flk-1 y Flt-1 (1:1.000, ambos
a partir de Santa Cruz Biotechnology).

Evaluacion estadistica

El analisis estadistico se efectud usando el programa
SPSS 11.5 (SPSS, Inc, Chicago, IL). Todos los datos se
expresaron como medias + desviacion estandar.
Examinamos todos los parametros para las

VEGF, proteinas de matriz extracelular y osteopontina 299

desviaciones de la distribucién gaussiana mediante
la prueba de Kolmogorov-Smirnov y comparamos
los casos mediante el uso de pruebas t para datos
independientes o la prueba de Mann-Whitney (en
funcion de los resultados de la prueba de normali-
dad). Las diferencias se consideraron significativas
con un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Después de un tiempo de incubacién de 90 min con
VEGF o excipiente, seguido de un periodo de perfu-
sién de 4 h, se determinaron la morfologia y conte-
nido de agua del cordén umbilical, asi como su
contenido en proteinas ECM, beta;-integrina,
osteopontina y VEGF y su receptor tirosinacinasa.

Morfologia, edema tisular y contenido de
agua umbilical

Las muestras tratadas con VEGF mostraron un
aumento significativo del edema tisular visualizado
mediante la extravasacion del azul de Evans (p <
0,018, figs. 1A-1C). Se observé una clara diferencia
en el espacio intersticial en las arterias del cordén
umbilical tratadas con vehiculo o con VEGF per-
fundidas durante 4 h. Con el objetivo de demostrar
que el aumento de tamafio del intersticio se debe al
depésito de agua, se determind el contenido de agua
del cordén umbilical. Los resultados indicaron que
los tratados con VEGF mostraron un contenido
elevado de agua (grupo VEGF 94 + 1%) comparado
con los controles (grupo Cnp 91 + 1%, grupo Cp 93
+ 10/0).

Después de 4 h de perfusion, la tincién con hema-
toxilina-eosina revel6 una morfologia normal de la
arteria umbilical (figs. 1D y 1E). El endotelio habia
permanecido sin modificar y la perfusion o el tra-
tamiento con VEGF no alter6 las estructuras de la
gelatina de Wharton ni el epitelio amnidtico. Sin
embargo, en el espacio intersticial de las paredes
arteriales umbilicales humanas prefundidas por el
medio que contenia VEGF era visible edema tisular
(fig. 1F).

El VEGF modifica las proteinas ECM

Colageno tipo I y III. Para determinar el contenido
de colageno tipo Iy 111, aplicamos una tincion de rojo
sirio de acuerdo con Junqueira et al*’. El micros-
copio Optico mostré una arteria umbilical no per-
fundida (fig. 2A), una perfundida con edema
moderado en el intersticio (fig. 2B) y una tratada
con VEGF con edema bien desarrollado en el espacio
intersticial (fig. 2C). El microscopio de polarizaciéon
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Fig. 1. Extravasacion del azul de Evans de la arteria umbilical tratada con el excipiente (A) y del vaso tratado con VEGF
(B). El edema tisular se determind mediante analisis cuantitativo de las imagenes y aumento significativamente con
VEGF (C). La tincién con hematoxilina-eosina revelé una histologia normal de la arteria umbilical en el punto de
tiempo cero (D) y después de 4 h de perfusion (E). F El tratamiento VEGF indujo un edema tisular moderado en el
espacio intersticial (flechas). Aumento original x 100, encarte x 400. Cnp: controles no perfundidos; I: intima; VEGF:

factor de crecimiento endotelial vascular.

revel6 colageno de tipo I y III en cordones umbili-
cales recién preparados (fig. 2D). La perfusiéon no
afect6 a la cantidad y proporcion de colageno de tipo
Iy IOI (fig. 2E). El colageno de tipo III se detectd en
toda la pared de la arteria umbilical de los grupos
Cnp y Cp (figs. 2B y 2E), mientras que la gelatina de
Wharton mostré una cantidad elevada de coldgeno
de tipos I y II. Sin embargo, comparado con los
grupos Cnp y Cp, el VEGF habia aumentado clara-
mente el contenido de coldgeno de tipo III en la
pared arterial (fig. 2F), mientras que, tras la aplica-
cién de VEGF, el de tipo I (amarillo, naranja) estaba
aumentado en el drea perivascular (fig. 2F) y en la
gelatina de Wharton (fig. 2F).

Colageno de tipo IV. El colageno de tipo 1V, otra
proteina de la ECM y componente de las membranas
basales, aumenté después del tratamiento con VEGF
(p < 0,05 comparado con los grupos de control Cnp
y Cp), segin lo determinado mediante analisis
Western blot (figs. 3A y 3B) y el analisis cuantitativo
de la imagen (figs. 4A-4D). Es interesante destacar
que, en el epitelio amnidtico, se detectd colageno de
tipo 1V adicional (fig. 4C).

Laminina. Normalmente la laminina se localiza en
las membranas basales de las células endoteliales y
en la media arterial. Su distribucién sigui6 siendo
similar en todos los cordones umbilicales, con inde-
pendencia del tratamiento. Sin embargo, su cantidad

aumento significativamente en la arterial umbilical
después del tratamiento con VEGF, comparado con
los vasos de control (p < 0,05, figs. 3A y 3C). Se
detect6 en la gelatina de Wharton y en el epitelio
amniotico del cordén umbilical (figs. 4E-4H).

Impacto de VEGF en la osteopontina y la
beta;-integrina

La osteopontina se identificd en todos los cordones
umbilicales examinados, con independencia de la
perfusion (figs. 4I-4L). Sin embargo, su cantidad
aumento en los medios de las arterias tratadas con
VEGF comparado con los controles correspondien-
tes (p < 0,05, figs. 3A y 3D). La tinciéon inmu-
nohistoquimica y el andlisis cuantitativo de las
imagenes revel6 un claro aumento de la osteo-
pontina en toda la pared de los vasos tratados con el
factor (fig. 4L), incluidas las células endoteliales de
la intima y las células musculares lisas vasculares de
la media. Ademds, la osteopontina se identifico en la
gelatina de Wharton y el epitelio amniético después
del tratamiento con el factor.

De forma parecida, la beta;-integrina estuvo
presente hasta un grado similar en las arterias
umbilicales humanas (Cnp) perfundidas. No obs-
tante, en las arterias umbilicales, que contenian
VEGF intraluminal, se demostré el acimulo de
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400 pm

Fig. 2. Tincion con rojo sirio del cordon umbilical. A Control sin perfusion (Cnp, arteria umbilical). B Perfusion de 4 h
de la arteria; en el intersticio sélo se detecta un edema moderado. C Arteria umbilical tratada con VEGF con edema en el
espacio intersticial ( flechas). D El microscopio de polarizacion reveld colageno de tipo I y III en el cordéon umbilical. La
gelatina de Wharton presenta una elevada cantidad de coldgeno de tipo I y III. El colageno de tipo III se detecta en toda
la pared de la arteria umbilical de los grupos Cnp y Cp. La perfusion no afecta a la cantidad de colageno (E). F VEGF
aumento claramente el contenido de coldgeno de tipo Il en la pared arterial (flechas). En el area perivascular aumenta el
colageno de tipo I (amarillo, naranja) (flechas). Cnp: controles no perfundidos; VEGF: factor de crecimiento endotelial
vascular.
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Fig. 3. Andlisis Western blot y evaluacion densitométrica. La aplicacion intraluminal de VEGF indujo colageno de tipo
IV, laminina, osteopontina y beta;-integrina (A) comparado con Cnp y Cp. Se proporcionan los resultados de la
evaluacion densitométrica (B-E). *» < 0,05. Cnp: controles no perfundidos; VEGF: factor de crecimiento endotelial
vascular.
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factor de crecimiento endotelial vascular.

integrinas (p < 0,05, figs. 3A y 3E), sugestivo de su
participacién en la sefializacién de VEGF.

Efectos de la aplicacion de VEGF sobre el
receptor de la tirosinacinasas

De interés adicional fue el efecto que el VEGF afia-
dido externamente ejercié sobre la produccion intra-
celular de factor y receptor de las tirosinacinasas. Por
esta razon, se investigd la cantidad de Flk-1, Flt-1 y
de VEGF.

FIk-1. Flk-1 estuvo presente en las células endote-
liales de la intima, con independencia de que se
hubieran sometido a perfusion. Después de trata-
miento con VEGF, su cantidad se duplicé pero los
receptores permanecieron limitados a las células
endoteliales de la intima arterial (p < 0,05; figs.
5A, 5C y 6A-6C).

Flt-1. En comparacién, apenas se detectaron
moléculas Flt-1 en las células endoteliales, tanto en
las arterias perfundidas como no perfundidas, lo
que se demostré mediante los analisis Western blot

(figs. 5A y 5D), al igual que en los cortes de las
arterias de los cordones umbilicales de Cp y Cnp
(figs. 6D y 6E). Sin embargo, el tratamiento con
VEGF aument¢ la cantidad de Flt-1 (p < 0,05 com-
parado con Cnp y Cp). Los analisis de Western blot
revelaron un aumento de siete veces del antigeno (fig.
5B) y enlos cortes tefiidos mediante anticuerpos-anti-
Flt-1, Flt-1, se pudo detectar en el endotelio de la
intima al igual que a su alrededor (figs. 6D-6F).

VEGF. La proteina VEGF intracelular se detect6 en
la arteria umbilical en cantidades similares en las
muestras no perfundidas (Cnp) y perfundidas (Cp)
(figs. 5A y 5B). La investigacion inmunohistoqui-
mica del cordéon umbilical demostré la presencia
débil del factor en la intima de las arterias umbili-
cales perfundidas y no perfundidas (figs. 6G y 6I). En
comparacion, las células de las secciones de las
arterias tratadas con VEGF manifestaron una
potente uni6én a los anticuerpos-anti-VEGF
(figs. 6G-6I). Esto se confirmd mediante el analisis
Western blot. Las células tenidas positivamente no
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Fig. 5. Analisis Western blot y evaluacién densitométrica. El VEGF aument6 ambos receptores tirosinacinasas (Flk-1y
Flt-1) en la arteria umbilical. El VEGF se detect6 en los vasos Cnp y Cp, y aumento con la aplicacion intraluminal del
factor (A). Se proporcionan los resultados de la evaluaciéon densitométrica (B-D). *p < 0,05. Cnp: controles no per-

fundidos; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.

parecen limitarse a las células endoteliales de la
intima sino que también comprenden las células
musculares lisas de la media (fig. 61).

El VEGF indujo las proteinas de ECM en
las CEVUH

Para verificar el importante papel de las células
endoteliales en nuestro sistema, investigamos los
efectos de la aplicacién de VEGF sobre las células
endoteliales de vena umbilical humana. Después
de 90 min de tratamiento con VEGF se produjo un
aumento de laminina que se determind mediante
flujocitometria y analisis Western blot (p < 0,05
comparado con vehiculo, fig. 7). Al cabo de 90 min
de la aplicaciéon de VEGF el colageno tipo IV y la
osteopontina aumentaron significativamente (p <
0,05 comparado con vehiculo). Paralelamente, tuvo
lugar un aumento significativo de beta;-integrina.
También se produjo un aumento precoz de ambos
receptores tirosinacinasas, Flt-1 y Flk-1 (p < 0,05
comparado con vehiculo, fig. 8).

DISCUSION

El presente estudio es el primer analisis exhaustivo
de los efectos de VEGF sobre la arteria umbilical.
Aplicamos un modelo de perfusion establecido

recientemente para un corazén funcional hemoper-
fundido, aislado ex vivo, y demostramos el papel de
las células endoteliales. Se han descrito previamente
las caracteristicas y ventajas del modelo de perfu-
siéon®'°. Como se ha publicado anteriormente,
nuestro modelo de perfusion permite que los estu-
dios farmacoldgicos y bioldgicos vasculares sobre
organos sigan desarrollandose de forma muy similar
a como lo harfan in vivo. En la presente investigacion
usamos este modelo para perfundir arterias umbili-
cales durante 4 h, tras su nuevo calentamiento a 37
°C durante 90 min. Mientras se perfunde una arteria
en condiciones estables, los parametros funcionales
y de quimica clinica pueden mantenerse en unos
limites fisiol6gicos, como se ha descrito en los estu-
dios publicados?’. Esto aumenta la probabilidad de
que los cambios del vaso observados después de la
perfusion también pudieran haber ocurrido in vivo
bajo la influencia idéntica de VEGF circulante.

Impacto de VEGF en la extravasacion
vascular

En diversos estudios se ha demostrado que el ARNm
y la proteina de VEGF estan distribuidos
ampliamente en los tejidos, 6rganos o suero normal.
Respalda el concepto de que el factor podria desem-
peflar un importante papel en el mantenimiento y el
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Fig. 6. Las células endoteliales Flk-1 positivas se detectaron en la intima de todos los vasos en todos los grupos (A-C).
Paralelamente, también identificamos células endoteliales Flt-1 positivas en la intima del grupo VEGF pero no en los
vasos Cnp y Cp (D-F). Las proteinas de VEGF se detectaron en las células endoteliales de todos los vasos pero aumento
claramente tras la aplicacion de VEGF (G-I). Aumento x 400. Cnp: controles no perfundidos; I: intima; VEGF: factor de

crecimiento endotelial vascular.

control de la funcién vascular'*?¢. En el presente
estudio, aplicamos una solucion fisiol6gica de VEGF
en la arteria umbilical. El tiempo de incubacién fue
de 90 min. La aplicaciéon intraluminal del factor
indujo un edema tisular en el cordon umbilical sin
una lesion visible. Se detectd extravasacion después
de 4 h de la perfusion y dependi6 en alto grado del
tratamiento previo con VEGF, pero en el modelo de
perfusion no se detecté. Por lo tanto, se hace evi-
dente que en pacientes con concentraciones séricas
elevadas de VEGF, debido a una lesion extensa pero
localizada, el edema puede deberse exclusivamente
a VEGF.

Efectos de VEGF sobre el receptor de las
tirosinacinasas

También demostramos que el medio de perfusion que
contiene VEGF desencadena la expresion de las

proteinas del factor por las células endoteliales que
forman la intima de la arteria umbilical. La observa-
cion coincide con los resultados previos obtenidos
de células endoteliales incubadas en presencia de
VEGF externo en condiciones de microgravedad®*.
El VEGF se une al receptor de las tirosinacinasas de la
superficie celular expresado predominantemente en
las células endoteliales, de los que los mas importantes
son VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (Flk-1). La tincién
inmunohistoquimica de Flk-1 y Flt-1 revel6 clara-
mente la presencia de VEGF 165 en las células
endoteliales de la intima de las arterias umbilicales.
Ademas, la aplicacion de VEGF aument6 la expresion
de sus receptores. Al inicio del experimento, Flk-1
pudo detectarse en las arterias umbilicales hasta cierto
grado, mientras que Flt-1 no estuvo presente en ese
punto de tiempo. Después de 4 h de perfusion, Flk-1
estuvo claramente regulado al alza en la intima y Flt-1
pudo detectarse.
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vascular; VEH: vehiculo.

En general se suponia que el VEGF actiia como un
factor de crecimiento especifico de la célula endote-
lial y atentia la vasculopatia induciendo una prolife-
racion endotelial principalmente a través de Flk-1.
Pruebas recientes sugieren que Flt-1 y Flk-1 se
expresan también en las células del musculo liso
medial después de un traumatismo de los vasos san-
guineos. En este caso, la aplicacién intraluminal de
VEGF s6lo aumenta ambos receptores de las tirosina-
cinasas en el endotelio de la arteria umbilical, lo que
indica que nuestro modelo de perfusion funciona sin
lainduccion de una lesion de perfusion. VEGF y Flt-1
desemperian un papel esencial en la formacién de
nuevas intimas después de una lesion?’.

VEGF, Flk-1 y Flt-1 son capaces de estimular la
proliferaciéon, migracion y actividad proteolitica de
las células endoteliales. VEGF también induce per-
meabilidad, vasodilatacion y angiogénesis vascu-
lar*®. Ademas, el grado de expresion de este factor
esta controlado por la diferenciacion, transforma-
cién y aporte de oxigeno. Flt-1 y Flk-1 se localizan
casi exclusivamente en las células endotelia-
les***°2° La densidad de ambos receptores tirosi-
nacinasas es baja en el tejido sano pero esta regulada

al alza en el tejido tumoral o a su alrededor en los
casos de neoangiogénesis y/o mayor permeabilidad
vascular, tal como en la angiogénesis tumoral’®'.
Nuestro grupo y otros investigadores®®> hemos
demostrado que el propio VEGF es un importante
factor que da lugar a la regulacion al alza del
receptor de VEGF.

Efectos de VEGF sobre la ECM

En un estudio reciente'?, demostramos que la apli-
cacion intraluminal de VEGF aceler¢ la reendoteli-
zacion y mejord la curacién vascular después de un
traumatismo. En la pared del vaso se observé un
aumento significativo de diversas proteinas ECM,
como la fibronectina y el colageno de tipo I, Il y IV.
Formulamos la hipoétesis de que la aplicacion local
de VEGF, tras una lesion vascular, favoreceria el
proceso de remodelado vascular, a pesar de la
induccién de edema. Hasta la fecha, no se disponia
de datos concernientes al impacto de VEGF en la
expresion de proteinas ECM de las arterias umbili-
cales. La ECM es necesaria para la composicion de la
pared vascular y forma hasta un 80% del peso en
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Fig. 8. Analisis Western blot del colageno tipo IV y la proteina de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en
células endoteliales de la vena umbilical humana (CEVUH) (A). En cada banda la misma carga de proteinas esta
indicada por GAPDH. El VEGF aumentd el colageno de tipo IV al cabo de 90 min. Ademads, el VEGF aumentd pre-
cozmente la osteopontina (B), beta;-integrina (C), VEGF (D), Flk-1 (E) y Flt-1 (F). *p < 0,05. GAPDH: gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; VEH: vehiculo.

seco de los vasos sanguineos'’. Los vasos contenian
principalmente colageno de tipo Iy III' >, mientras
que el colageno de tipo IV y la laminina pudieron
detectarse en la membrana basal subendotelial
rodeada de células musculares lisas vaculares'®.
Ademas, el coldgeno de tipo IV se detecta en la
gelatina de Wharton junto con el colageno de tipo Ty
ITI, como se muestra en la figura 2.

Las arterias umbilicales tratadas con VEGF mos-
traron claramente mayores cantidades de coldgeno
de tipo II y IV y laminina. Se distribuyeron en
toda la arteria umbilical, mientras que el coldgeno
de tipo I se acumula principalmente en el drea peri-
vascular. Por lo tanto, demostramos por primera vez
que VEGF desencadena la produccion de laminina y
diversos tipos de colageno en células endoteliales de
la intima. También demostramos que las CEVUH
tratadas con VEGF mostraron una mayor produc-
cién de laminina segtin lo determinado por flujoci-
tometria y andlisis de Western blot.

Ademas, observamos que las arterias umbilicales
tratadas con VEGF regulan al alza la osteopontina
en un periodo breve. Esta parece desempefiar un
papel clave en el remodelado vascular in vivo, al
igual que como mediador del crecimiento y como

componente importante de la inmunidad e infla-
macion celular. También actda como factor de
supervivencia, como adhesivo celular y factor qui-
miotactico de las células endoteliales®®. Ademads,
cuando se sobreexpresa en ratones transgénicos’" es
capaz de provocar el engrosamiento espontdneo de
la media asi como la formacién de neointima tras
lesion vascular. Por otra parte, la beta,-integrina es
regulada al alza por VEGF. Forma un receptor de la
adhesion que media la unién de las células endote-
liales a la ECM, lo que facilita su crecimiento,
migracion y capacidad para depositar proteinas de
matriz. Las integrinas son importantes factores en la
reestenosis y la aterosclerosis arterial'’, y podrian
ser importantes en el remodelado vascular.

CONCLUSIONES

En resumen, el modelo de perfusién informatizado
aplicado ofrecié posibilidades muy interesantes
para la investigacion de la compleja interaccién
entre VEGF vy la pared vascular de la arteria umbili-
cal. Por esta razén, pudimos demostrar por primera
vez que el factor activé las células endoteliales de
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la intima de la arteria umbilical que produjeron
mayores concentraciones de proteinas ECM. El
VEGF también influy6 en la media y la adventicia
adyacentes y provocdé un edema vascular precoz.
El factor reguld al alza la osteopontina al igual que
el VEGF intracelular y su receptor de tirosinacinasas
al cabo de 90 min, tanto ex vivo como in vitro. Es bien
conocido que todas las moléculas mencionadas
previamente participan en el proceso de remodelado
vascular. Este se inicia al mismo tiempo que la for-
macion del edema acompanante. Sin embargo, una
tarea futura serd investigar como podemos prevenir
el edema inducido por el VEGF en los vasos sanos
alejados de la lesion. Un tratamiento con inhibidores
del VEGF, iniciado directamente después de una
quemadura o una lesion traumatica, puede reducir
el extenso edema tisular. La consecuencia seria un
mejor pronéstico tras una lesion grave.

Deseamos expresar nuestro agradecimiento a Jessie Webb por la
revision del manuscrito y a la Srta. Ursula Schwikowski por su
ayuda con las figuras.
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