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RESUMEN

El significado morfolégico y funcional de la célula endotelial ,
como primer elemento celular de barréra dinamica entre la sangre y
los demds tejidos, ha sido objeto de investigacion desde los mis tem-
pranos conocimientos histoldgicos del drbol vascular y, contrario a
los maltiples intentos por estudiarla, en planteamicntos mulddiscipli-
_narios, poco se ha podido penetrar en su biologia dindmica, debido en
parte, a dificultades téenicas y a la aparente simplicidad de tan singu-
lar variedad celular.
En este trabajo se pretende establecer el parrén morfodindmico
de lgs células éndoteliales del arbol adrtocoronario, aprovechando las
.pérticulares ventajas qu-e ofrece para la Biologia Celular el cultivo in
-viro de células y tejidos al disociar los elementos tisulares de la pa-
red vascular. .
NuéstrOS resultados, obtenidos mediante la observacion mfnui
‘ciosa al miérOScopib fotbnico ba;jo diversos sistemas Opticos y su aso-’
ciaci6n con la microcinematografia espaciada, fueron en téiminos ge-.
neralés espéctaculares; por _la belleza y realismo de las iméagenes que
exprésan los diferente“s fenomenos celulares, entre los cugles ‘destacén '

By

la pinocitosis endocitdsica; la dindmica de la membrana celular; el tipo

.



de uniones célula-célula que se establecen; y la transformacioén fibro-
blastica nomicoplasica que sufre la célula endotelial cultivada in vitro,

base citomorfoldgica de las fibrinas y esclerosis del miocardio.
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Morfologia dindmica de lag células endoteliales
de los vasos aortocoronarios

cultivados in viwro

Introduccidn

De los tres elementos principales que constituyen el aparato --
circulatorior a) el corazoén, b) los vasos y ¢} la sangre; el primeroy el
altimo son los que més han atraido la atencion de los bidlogos y los mé
dicos. El corazdn por su cavacteristico movimiento fué rapidamente -
percibido por el hombre y su contraccidn se ha interpretado por siglos
como sinénimo de vida, afin cuando bien se sabe que la vida del indivi-
duo no cmpi(:z'/.a con los latidos cardiacos, ni cesa cuando el corazdn ~-
deja dé ladr. En cuanto a la sangre, su valor vital, nuaca ha sido sub-
estimado; la muerte por hemorragia o por otras alteraciones hemiticas,
siempre ha sido bien comprendida y temida por el hombre. . :

En cambio, los vasos, el drbol arterio venoso 1i_nfétic9, advcr-
.tiaos desde los mas tempranos conocimientos .:jnatémjcos, han sido eé4

.tiijnados con menor significado vital y siempre-relacionados a 1as con-

secuencias devivadas de la pérdida de sangre que sus traumatigimos. 0.« -

. .
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patologia ocasionan al romperse la paved o por obstruccion de su luz. -
impidiendo la circulaci()'n sanguinea.

Sin embargo, a pesar de la aparente simplicidad estrructural de
los conductos vasculares, arteriales y venosos, poco se ha penetrado-
-en el conocimiento de la morfologia celular de la pared vascular, tan-
to en el conjunto de sus componentes como en su forma individual. His-
tologicamente, se distinguen en la pared vascular tres capas: a) la Inti-
ma o cndotelial, b) la media o muscular y ¢) la adventicia o f.ibroconcc-
tiva. Estas capas alcanzan su mayor desarrollo y difercnciacidén en los
vasos de gran y mediano calibre, mientras que en los vagos pequeiios -
se van adelgazando y perdiendo su individualidad, hasta que cn los seg-
mentos capilares, solo quedan las células endoteliales formando la pa-
red,

Por otro lado, ¢l papel conductor de los vasos en fa circulacion
sanguinea ha atraido la mayor parte de la atencida, 1‘es1.{mdosle1a a las
céltilas que constituyen el revestﬁnienté intimo de los vasos, ya sangul

© Neos o linfiticos, denominadas endoteliales, que aparentan, desde el -
punto de visia morfélégico, una grén simplicidad estructural' y que por
su situacion en los vésos_ se les asigna una papel de barrera y conduc-
tor dc'ﬂujo hematico o 1i1l1[ético a lo largo de todo el drbol circulatorio
vascular y de pared o membrana permeable en aquellos vasos qUé al-
canzan la intimidad de los tejidos. » ‘
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Durante ¢l desarrollo filogénico y evolucién de los vasos des--
de puntos de vista de 1g Morfologia Comparada, los liquidos intersti-
ciales, al principio, y 1a hemolinfa y sangre después, circulan y se al-
macenan en grietas, cavernas tisulares y pasajes ravestidos por delga
das capas endoteliales.

‘A medida que los vasos se constituyen, tanto en lo analomico -
como én 1o funcional, la capa de células endoteliales se va consolidan-

'do y'en torno a ella se agregan y disponen las demas células dc-las ca-
pas que‘hcmos mencionado, la media muscular y la adventicia fibroco-
nectiva.

IEn forma similav, durante ¢l desarrollo oato e histogénico, los
vasos sanguineos son, al principio sélo yemas o puntas de células endo
teliales; después se agregan a ellas los demas elementos y se constitu-
yen asi los vasos tal como 1o§ conocemos .

Durante la dcstrucﬁién de los tejidos, en particular, la trauma-
ticé, los tejidos de reparaci(’)n»com[.)rgnden el llamado tejido de granu-

,.laciéli, que no s _Olra cosa, vque la emergencia de yemasl o brotes - -
vascdiares, constituidos al principio por células endoteliales; después
se forman_las demds capas y los vasos se integran completamente,

Adviértase que al describir la-fovrmn.ci(")ﬂ d;e los vasos durante -
su desarrollo embrionario, -asi como durante las heridas y cicatriza-

“¢ién, no éxiéte diﬁcultad pard hacerlo AGh cgando‘desponocpnmos por -
: . éo_mpleto_los factores» y mecanismo quev determinan y reﬁulan la angio-

génesis.
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Finalmente, existe en la economia de los organos, algu-
nos cuya funcion caracteristica se i‘eal_iza Unicmnenle mediante Jos va-
508 sangufnéos capilares que estan c61lstitufdos solo por revestimiento
endotelial, tal es el caso de los alvéolos pulmoﬁares y de los gloméru--
lps renales, entre otros.

En.estarapida y.con seguridad in&)mpleta lista de ejem-~
plos en los cuales se destaca el significado y valor morfolégico funcio-
nal de la capa endotelial de los vasos, queremos sentar ﬁucstra justifi-
cacion de escoger a las células endoteliales de los vasos sanguineos co
mo elemento de estudio morfodinamico, yq que pese a ser un tema que
ha sido abordado desde diferentes enfoques, entre owos, estudios hio-
quimicos, citohistol.égicos, ¢ inclusive de analisis ultraestructural
electrdn microscopico, poco se ha logrado en Ia integracion ¢ interpre-~
tacion de las diferéntes capas en la propia circulacidn y en los fendme-
nos d;: difusion y bermcabilidad, por lo que existe hasta el momento -
una lamentable disociacion morfofuncional.

: Mediante modelos celulares experimentales "in vitro" -
nos proponemos estudiar y conocer cgda vez mejor la morfologia, ‘ es-
tructura y funcién de los vasos sanguineos méis alla de su simple papel

' de _cond.uctore's de 1a sangre en la circulacion sanguinea ¥, sobre todo,
con lés células endoteliales aisladas y cultivada‘s "in vitro” lograr - la

caracterizacion -morfodindmica de tan singular estirpe celular.
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Con s6lo imaginarnos las condiciones anatomofunciona-
les de los vasos en el cerebro, en el miocardio, en el rifiony en cl

pulmén, tenemos que admitir que son muy diferentes y que en cada uno

"de esos 6rganos los vasos sanguineos, en particular los segmentos fi-

nos, las arteriolas, los capilares y las vénulas, desarrvollan sus fun-
ciones en circunstancias muy diferentes, tanto en condiciones normales,
como durante procesos patologicos y es de esperar que las células endo

teliales también tengan una cierta particularidad funcional en cada érga-

no,




El cultivo in vitro de las células endoteliales y 1a Cardioangiologia

Justificacién del Tema

El conocimiento sobre la Biologia, 1a morfologia y dindmica de -

1as cémlas endoteliales, no sélo enriquecerd el conocimiento sobre -
Biologia Celular, sino que es particularmente imporiante para la Car-
diologia y la Angiologia ya que todo el aparato cardiovascular, inclu-

yendo el corazén cstd revestido por células endoteliales y ellas parti-
cipan t;lle una u otra manera en los procesos funcionales y los mecanis-

mos de regulacion de la circulacién, muy en especial, de la parmea-

bilidad y de la selectividad del paso de substancias y liquidos deltorren

te circulatorio hacia los tejidos y de estos hacid la circulacién. Desde
el punto de vista patoldgico los. endotelios,, en particular los aorto co-

ronarios, participan desde el principio en procesos dismelabolicos tan

importantes como la aterogénesis, la trombosis y la esclerosis conse-

cutivas a regimenés tensionales elevados.

Al lado de lbs-feuémcnoé de permeabilidad y de 'participacién -

de las células endotehales en los comple; 0s mecamsmos de circula~

Ccion, las celulas endotehales tienen una muy espec1al parump'xcton en "

los' fendmenos de regeneracion y cicatrizacion, pal‘tl_cularme'nte en. el

M «
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miocardio; y la mayor parte de los importantes y graves fendmenos -
de hipersensibilidad e inmunidad que afectan a los vasos se inician en
los endotelios, basta mencionar la Fiebre Reumitica, el Lupus erite-~
matoso, la Periarteritis nodosa, entre otras graves enfermedadesque
nutren la Consulta y atraen la atencidn écl Instituto Nacional de Car- .
diologia. -

Desde el punto de vista bioldgico la célula endotelial por su es-
pecial localizacién en la pared vascular conétiulye un elemento de con-
tencién y barrera mecéanica sujeto a los cambios tensionales de la pre-
sion vascular sanguinea. Pocas células podifamos afirmar estdn en . -
contacto con tantas substancias como lo pueden estar las células endo-
teliales y su papel dénu-o de la morfologia y fisiologia vasculares es -
muy singular.

La razon por la que se escogieron las células endoteliales dél
territorio aortocoronério fué porque en esta rea vascular es donde -
tienen lugar, con mayor frecuenqia, procesos alterativo degenerativos
dismetabélic_qs que cursan con dep6sitos ateromatosbs (colesterol  y
otros 1ipidos) con las condcidas consecuencias de la aterosclerosis --

" aortocoronaria, asi mismo, muy comprometidas con la génesis del in-
farto del miocardio. .

Por lo antes men.cionad'é, creemos que 'quedé sgficientemente -

justiﬁcédo estudiar y-conocer cada vez mas y mejor 1a Biologia de las

. células endoteliales, muy en particular, su morfologia dindmica.
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Estamos concientes de que las células endoteliales vasculares
han sido y son objeto de numerosos estudios desde muy diveros puntos
de vista. Nosotros hemos puesto especial atencidn al estudio morfo-
dindmico de las células endoteliales del revestimiento cardiovascular
por nuestro Gltimo objetivo de emplear estas células como modelos -

bioldgicos experimentales para investigar con ellos los mecanismos -

de citopatogenicidad de procesos morhosos cardiovasculares.
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Hipétesis

La conducta morfodindmica de las células endoteliales vascu-
lares durante los mecanismos de permeabilidad, tanto en condiciones
normales como experimentales, es muy dificil y complicada de estu-
diar in situ, mientras que pensamos que las condiciones que nos ofre-
ce su cultivo in vitro facilitardn su observacion directa y esperamos
penetrar en la participacién morfodinidmica de estas células en su fi-
siologia y patologia vascularc‘s més allad del simple papel de elementos
limitantes en la parved de la red vascular.,

Por otra parte, la fisiologia y la fisiopatologia de las células -
endoteliales las consideramos en estrecha relacién con las garacte;‘l’s-

~ ticas organoterritoriales. Segin este pe11san1ie|1to, esperamos descu-
brir e identificar particulares propiedades moxrfoldgicas y funcionales .
en las células-endoteliales vasculares del territorio aorto-coronario Y

de la masa miocdrdica.

Objetivos

Obtenér y cultivar in vitro células endoteliales de la capa inti-

ma de 13 aorta y-de los vasos arteriales coronarios del corazén para -~ .
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estudiar-y- conocer su morfologia en asociacién con su conducta dina-
micay, con cllag, construir madelos bioldgicos experimentales que -
pcrrni.ran in vivo e i_njirro una ohservacion esuructural muy fina rela-

cionada con actividades celulares.




Antecedentes

Nuestro interéds por estudiar a las ¢élulas endoteliales cultiva-
das in vitro, derivé de la consideracion de que contrario a su aparen-
te simplicidad estructural cuando se les ohserva "in sitw” en los cor-
tes histologicos, su pariicipacion funcional, como elementos de barre-
ra dinAmica entre el torrente sanguineo y 1os tejidos, debia estar mas
rclacionada con Ja biologia celular de estos clementos, la cual resulta
ideal estudiarla segin el culiivo de células y tejidos.

A continuacion se ofrece un breve relato histérico bibliogréafico
del cultivo in vitro de los vasos, destacando los hechos mis notables.
A los interesados en antecedentes histéricos se recomicnda la magnifi-
ca monografia sobre Aterosclerosis de Pollak ( 1 ), publicada en
1969.

Desde l.os inicios del Culrivo de Tejidos, Carrel y Burrqws -
( 2 ), en 191 0, realizaron el primer cultivo de tejido vasculax; en
su informe se hizo una breve referencia de las células endoté]ialeé co- |
mo "células de notable y reiterada forma laminar aplanada”. -

Para la siguiente década, Rienhoff ( 3 )i en 1922, Aobservc‘) -

vasos capilares in vitro en un cultivo de mesonefros y metanefros pro-.-



venientes de embrién de pollo de 8 a 10 dias de edad. Afios después -
Maﬁm‘bw‘;v( 4 -),en 1925;desC1‘ibi6"Cé1ulasrendotollialescn‘un‘culti—
vo de piamadre. El siguiente trabajo sobre vasos lo realizdé Bloom -
( 5. ),en 1929; donde hacfa referencia al crecimiento dominante de
‘fibroblastos en cultivos de explantes de aorta de embriones de cobayo.
En estas comunicaciones log qutmeo describen con insistencia la for
ma plana, como mosdico de las c€lulas endoteliales y su agrupacion -
laminar pavimentosa.

En 1931, Shibuya ( 6 ) hizo un informe mas completo y deta-
llado en el cual describia células endoteliales en cultivos de aorta de
conejo adulto, que habian empezado a crecer entre las 24 a 48 horas,
después de la siembra;‘dichas células se mantuvieron vivas en cultivo
de 6 a 72 dias y se hiéo notable que a partir del sexto dfa en los culti-
vos aparecieron fibroblastos e histiocitos, lo que fué interpretado en
ese entonces como metaplasia, bajo el término de "metamorfosis” de
células endoteliales a otro tipo de células. Por ese mismo ailo Lewis
( 7" ) vi6 capilares nuevos-que contenfan restos de sus eritrocitos en

) culuvos de organos de embrién de pollo de 7 a 8 dias de edad.

Durante todo este tiempo, se hicieron importantes contribucio-
nes al méjoramiento de las técnicas empleadés én el Cultivo de Tejidos,
sin embargo poco se logrd en la obtencion, a1slamlento y caracteriza-
cién de- las celulas endotehalcs, problema que ha sido crucial, desde -

- el inicio de este tipo de investigaciones hasta nuestros dias.



Transcurrieron poco mdis.de 20 afios-para-que-el tema fuera -
retomado y se realizaran nuevos intentos en la obtencidn de cultivos
de células endotcliales. Tal es el caso de los trabajos de Parshley et
.al ( 8 )en 1953 yde Lazzarini ( 9 )en 1959, quienes describie-
1ron crecimiento de células endoteliales en cultivo in vitro y menciona-
ron un patrén de crecimiento del endotelio en mosaico.

A pesar de que se realizaron muchos otros trabajos, un buen
ndmero de cllos no contribuyé al mejor conocimicnio de las células -
endoteliales, debido a errores de interpretacién que se hicieron con
ellos; sin embargo, muchos otros si fueron irascendentes por los da-
tos qué sacaron a la luz sobre la morfologia y el comportamiento de-
las células endoteliales in vitro.

IZn términos generales, casi todos los investigadores descri-
bian o l)agfah mencidn de la presencia de células endoteliales en los -
cu][ivog provenientes sobre todo de aorta; sin embargo, pocas coatri-
buciones hubo con respecto a nuevas écenicas de obtencidn y cultivo de
colonias bU1'as . ) | .

Por otro lado, muchos investigadores atraidos por la belleza y
ventajas que ticne y proporcionaron las electron micrografias, intenta,

.ron caracterizar a las células;endoteliales a través del microscopio -
electronico de transmision, Faquihar (10 ), 1961 y Weibel y Palade

(11 .)', 1964. -



Sin embargﬁ el interés y entusiasmo por obtener un modelo .-
biolégico dindmico, hizo que las investigaciones no fueran abandona-
das y, por el conlra_rio,_ se implementaron nuevas técnicas de siem-
bra que ayudaron a la obtencion de cultivos puros, 1al {ué el caso de
Brandwood ( 12 ), 1961-1963, quicn prepard para sus estudios delga-
dasflém‘mas de la intima de 121 aorta de células endoteliales.

Con esta técnica se llegd a obtener una poblacién celular menos
variada de 1o que se obtenia de un explante con todos los elementos del
vaso. Por su parte, en 1967 Robhertson ( 13 ), prepard el explante en-
tre dos cubreobjetos de manera que, la capa intima estuviera en con-
tacto con un vidrié y la capa adventicia en coatacto con el owro vidrio,
de esta forma se pretendia obtener células endoteliales unicamente en
uno de los cubreoiajctos; los resultados presentados no fueron del todo
congruentes con los objetivos de la téenica, pero significaron un paso
maés en la obtencion de células endoteliales puras.

Debido a las no pocas dificultades que tuvieron los investigddd—
res con la caracterizacion de las células endolclialés en -un cuItiv§ he-
térf)gcneo, se intentd obtener a la célula end telial ais_léda del restq'i
de las otras células que constituian el tejido de procedencia, Amediéme

técnicas basadas en la disgregacion enzimitica, utilizandd principal-

mente soluciones de colaéenasa ( 14 ) Folkman 1979; De,l Vecchio --

( 13 ) 1977; Jalfé (- 16 ) y soluciones de tripsina ( 17 )‘-Porhe»-‘

rar 1963.




Entre otras muchas dificultades que plantea el cultivo "in vi-
tro” de las células endotcliales esti el de su correcta identificacién -
y seguxo reconocimiento entre la poblacion celular que integra el halo
de crecimiento. Hasta el _mor'ncnto predomian atn consideraciones ba-
sadas en la personal experiencia y en criterios de grupo que constitu-
yen "escuela”, |

Recientemente se ha intentado identificar y caracterizar a las
células endoteliales con téenicas mds objetivas, como las basadas en
inmunofluorescencia, con anticuerpos monoclonales; los resultados son
muy alentadores, pero alin incompletos.

Como apéndice a esta breve relacion histdrica mencionaremos
que en Depdrtamento de Cultivo de T¢jidos del Instituto desde su ci‘ea-
cion en 1954, ha existido la constante inquietud por sembrar, cultivar,
identificar, reconocer y caracterizar morfodinamicamente a las célu-
las endoteliales. in este trabajo se virtio nwcho chla expericncia de
nuesu:o Dapaftamento y en 61 se aplican las modificaciones a las téc-
nicas de _Siem.bra y de cultivo y se vierten nuestras - ideas y c‘onsider_a—
ciones apoyadas gﬁ la obser\raci.én in vivo de las células mediante la
aplicacion de los sistemas opticos fotdnicos de la Modgrna Microsco-‘

pia.




Material y Método

El material biolégico empleado para la elaboracién e ilustra-
‘cién de este trabajo procedi6 de los vasos del territorio arterial aor-
to coronario de rata, perro, gatoy conejo. Todos los ejemplares pro
cedian del Bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.
A excepcidn de las ratas que pertcnccian a la cepa Wistar, el resto de
los animales no se preciso con detalle, raza especial; s6lo se procurd
contar con ejemplares de ambos sexos, jovenes y adultos.

L.os animales fueron sacrificados por traumatismo crineo en-
cefalico; el corazdn y la aorta fueron retirados a cielo abierto por Lora-‘
cotomia. lLas piezas anatdmicas fueron colocadas en solucidn salina ~-
(Hepes) estéril, 25mM. En cada caso mediante tijc}'as, bisturiy pih-
zas finas s¢ obiuvo el tronco aortocoronario y de'él se exlrajeron frag-
mentos anulares, unos deli nacimiento de los vasos. coronarios dela --
aorta y 6r1'05, de las coronarias ya en su tréyecto‘ miocardio parietal.

- Los culﬁvos se pracﬁéaron, unos, segin los pfocedimientos -=
propios del Departamcnto de Cultivo de Tejdos del Instituto Nacional de
‘Cardiologfa Ignacio Chévez, otfos, segiin adaptacionzs a las tGcnicas -
de sjembra en laminillas ﬂpt‘antés, en tubos de ensayo, el método de la

‘camara de 'Ro'se yla dispersi_bn c'elﬁlar por digesti()n.'énzi'méticav.' Otros

cultiyos,se,realizarori ,seg;‘m -Fresney y Wilmer. ( 18 9.



Los fragmentos de aorta y de la pared coronaria, se recibieron

en Solucién Salina Equilibrada (Hepes)_, 25mM, estéril y después de - .

lavados, fueron tallados hasta dimensiones extremas de pequefiez me-
nores a 1 mms{ que se emplearon como fragmentos matrices. L.os ex-
plantes fueron sembrados segiin la écnica de coagalo de plasma de -
gallo y extracto embrionario de pollo de 9 dias s‘obre cubreobjetos. El
codgulo, ademas de servir como adherente y substrato a las células ~-
para su crecimiento, aporta nulvientes y owas SLll)SL:HI'lCiﬂS que promue
ven el crecimiento celular. L.os explantes asi sembrados se incubaron
en tubos de ensayc a 37°% en tambor rotatorio. Como medio biolégico
de cultivo se empled 50% de liquido de ascitis de pacientes cardidpatas,
con 43% de solucidn salina equilibrada (Hepes) 25mM y 5% de extracto-
embhrionario de pollo, més penicilina streptomicina al 1.25% (Gibco).
Con el propésito de obtener células endoteliales lo mias numero
sas y libres de otras varicdades celulares, unos fragmentos fueron co-
locados por su cara endotelial directamente en contacto con la superfi-
cie del cubreobjetos, como se le ocurrid a Robertson ( 13 ), confian-
do en que tanto la emigracién celular como la proliferacion ulteriores
procedentes de la capa Intima endotelial se realizara desde el principio

sobre la superficie de cristal, proporcionandonos asi, una cierta pure-

zay homogeneidad eri-la poblacién g:élular. Como, testigos para comen-
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tarios- futuros, tambiéﬁ se sembraron fragmentos semejantes a los -
descritos, pero con la superficie adventicia en contacto con 1la super-
ficie de cristal.

Finalmente se sembraron delgados segmentos anulares de ax-
terias coronarias de calibre delgado; esperando 'que las celulas de la
capa . intima al emigrar y proliferar lo hiciéran hacia el espacio lumi-

)
nal del vaso, mientras que las demas células derivadas de las capas -
media y advedticia, sobre todo, esta Gltima, lo hicieran hacia la peri-
feria del fragmento. La Lamina I ilustra en los esquemas 1-7 las va-
riables que se siguieron en la siembra de los fragmentos matrices, asf
como los sitios de donde provienen los explantes matrices.

Fragmentos de aorta y del principio de la red coronaria fueron
sometidos a disgregacién tisular por accidn enzimdtica segtn el méto-
do de Folkman (19) utilizando soluciones de colagenasa (Sigma Chemi-
cal) al 0.2% disuelta en Buffer salino de fosfatos, pH 7.2 durante 20 -

. minutos a temperatura ambiente. Las células sueltas asi obtenidas fue-
ron sembradas en botellas de Carrel que se incubaron a 37dC en repo-
so con 3 ml. de medio nutritivo de Ascitis. . .

L.os cultivos, en sus twbos de incubacién, se obséryaron diariz;l- .
mente al microscopio con luz tangencial. Se hicieron apreciaciones de

cambios de pH en el medio (utilizando rojo fenol como indicador) y.- del

crecimiento de halos celulares neoformados en torno a los fragmentos. "
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Los cultivos se incubmionv.enr-témbores rotatorios de una hasta-
4y5 semanas.

Basédndonos en la vitalidad, supervivencia y en las expresiones
fisioldgicas celulares tales como pinocitosis, movimiento de membra~ i
nay pinocitosis entre otras, los mejores cultivos se pasaron a Cama-
ra de Rose y a Camara Himeda, se hicieron estudios y observaciones
con los Sistemas Opticos de: Contraste de Fases, Contraste Diferen-
cial de Interferencia, Campo Obscuro y Campo de Luz Polarizada.

De otros cultivos se practicaron, previa fijacién en alcohol me-
tilico, tinciones segln la técnica de Jacobson (Técnica pandptica a ba-
se de May-Grinwald Giemsa).

Del material vivo y del tefiido con resultados mas demostrati-
vos se hicieron registros fotomicrograficos y fotomicrocinematografi-
cos. Con las mejores imégenes se ilustra este trabajo.

Los registros fotomicrocinematogrificos seon dé pardcular va-
lor y utilidad para estudio y anél.isisyde la morfologia dinémjca dc? 1as
‘célulavs. Se _hiciefon peliculas con cadencia de una imagen cada quince -
sfegundos y é.“ proyecci6n a 24 imagenes por segundo nos permite. un .
factor de aceleracion y anilisis de 360X, es decir, la vida celuiar ‘de

24 horas, la podemos ver y estudiar.en 4 minutos.




RESULTADOS

Nuestros resultasos fueron numerosos variados y muchos de
ellos novedosos, serdn expuestos en varias comunicaciones que  hos
proponemos hacer en un futuro inmediato,

En este trabajo, nos referiremos a: a) lo acontecido a los frag-
mentos de siembra en su historia in vitro de sobrevivencia, emigra-
cién y porliferacion y, b) lo referente a la morfologia dinimica obser-
vada en las células endoteliales propiamente dichas, objeto principal
de esta comunicacién.

Antes de iniciar el relato descriptivo de los resultados conviene
comentar que con lo observado en los cultivos no pudo establecerse di-
ferencia en relaci6n al origen y procedencia de los explantes (rata, pe-

1Yo, gato.y conejo) por lo que nuestra descripcién sera global.

a) observaciones en los. fragmentos

marrices

-Los fragmentos matrices de acuerdo con su tamafio, forma y .
posicién exhibieron diversos pawrones de cultivo in vitro'en el momento
de su siembra. En unos casos, los fragmentos estaban forimados por to

“dos sus.elementos constitutivos, de manera que en éllos estaban pre-' -
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sentes la capa Mntima, con sus células endoteliales c histiocitos subin-
timos, la capa media, con sus elementos fibromusculares lisos y la -
capa adventicia, con su abundante tejido fibroconectivo, Lamina II nos
ilustra estos eventos.

La Lidmina I en el esquema 3 es una concepcion de la estructura
histolégica normal de la pared de la aorta y de una arteria coronaria, -
los esquemas 4-7 nos ilustran los componentes tisulares y celulares -
que de ella se derivan y que de una manera u otra se manifestaron du-
rante el cultivo in vitro.

Por otro lado, oo grupo de explantes estaba conformado por fragmen
tos de la aorta y de la coronaria a los cuales se les despojé de las ca--
pas media y adventicia, por desprendimiento mecanico de la capa fﬁti-
ma. En estos casos el fragmento era practicamente laminar y formado
por la capa de células endoteliales y algunos elementos fibrocelulares
laxos de la capa subintima.

La lamina I ilustra a la notable emigracién de elementos mi-
croamiboides (1infocitos,. monocitos y-algunos macro6fagos) que se‘pre-'
. senta durante las primeré;s 24 a 48 horas de la siembra, en la mayoria
de lu; explantes. Después,. entre 72 a 96 horas se inici6. la emergen-
cin e brotes, estos se transformafon en largas puntas de crecimiento
que, sin perder continuida.d con su sitio de origen se ek[endfan y pene-. ‘
_traban en el halo de crecimiento a distancias muy considerables. Las
células que se identificaron en'estos brotés y yefnas de crecimiento -



con nucleolo prominente; esl‘as«ﬂcélulas-;»p§r~5u«~rﬁorfologi'a;-» su-manera
de aparecer cen el borde del explante y su uiterior conducta en la for- -
macion del halo de crcéimiemo, fueron consideradas como células co-
nectivas procedentes de las ya existentes en el tejido del fragmento, -
es decir, células de los tejidos, Histiocitos (segin las ideas de Maxi-
mow y del Maestro Costero ( 20,21 ), cnure otros investigadores). La
aparicién de ellas en el borde tisular se acompaid de cambios en su -
morfologia y desplazamicntos activos éiltu'c lag fibras conectivas hasta
alcanzar el borde. Las figuras de la Lamina |V ilustran es-
tas idecas y cjemplifican los resultados que cstamos describiendo.

A Jas 120 - 150 horas de cultivo in vitro v después de los prime
ros brotes celulares, la emigracion celular fué aGn mayor y se combi-
né con notable proliferacion lo que se tradujo en amplios y wpidos ha-
) l.os cclulares en los cuales pudieron advertirse otras variedades celu-
lares, como células mugculares lisas, ademads de las células cidotelia-
les y fibrcblastos. |

A los ocho dfas en casf todos los explantes, se habfa desarrolla
do un eno?me halo celuiar integrado principalmehre por células endote-

_liales y fibroblastos formando nidos de las prirmeras, rodeados a mane-

ra trabecular por fasciculos de fibroblastos. T.a observacién de los ni-’
dos de células laminares mostré células muy iguales entre si, planas, -

poliédricas, de nficleo grande, claro y vesiculoso, de citoplasma claro,

- granular con abundantes organelos y que por su relacién de unas con . -
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otras 'formal.)an.xhlﬁsaitéos ' Es :as‘cérlyillés;,'- smploblcqu, fueron iden-
ti_fiCadas por los ‘dat"o’sv ri_1encionados como 'kcéh'ﬂa‘s‘ endoteliales. La-
mina /. | |

Cuando la cara endotelial, capa Intima, de los fragmentos arte-
riales fueron colocados directamente sobre la superficic de cristal de
la laminilla de siembra y cultive, los sucesos celulares derivaron de -
las células contenidas en la capa ntima (endoteliales, histiocitos y fi-
broblastoz) y fueron diferentes a aquellos otros observados cuando la
capa adventicia fué la que se puso en contacto directo con el cristal de
la laminilla.

En esta oportunidad las primeras células emergiendo de los bor
‘des del fragmento se advirtieron casf al final de la primera semana y
1o hicieroa no por brotes separados sino en forma laminar y en amplias
zonas de los bordes, FEstos mosaicos laminares manifestaron gran ca-
pacidud de'cmigracién y proliferacida muy uuiforme, de manera que su
- crecimiznto fué expf'm._si\’(), uiforme y en torno al fragmento original.
El halo celular derivado de la cmigraciéﬁ y proliferacion de células en-
doteliales fué ¢n monocapa; en las células fucron abundantes las figuras
de division celular mitdsica, particularmente después de la primera -
semana; en torno a los dicz dias de cultivo las divisiones celulares fue-
Ton muy fre»cucntcs’,‘ coino lo ilustran las figuras 2> - 29 , de la La-
‘mina‘i\/’L : ‘

En estos halos és notable la regﬁlaridad de las células en su dis
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posicién general y en su morfologia particular. De enue estas célu-
las tomamos a aquella que representari nuestro modelo para descri-

birlo en su morfologia y en sus relacioncs dindmicas.,
b) Observaciones de células endoteliales

Las figuras de las Laminas A"\/II ilustran los principales -
hechos morfodindmicos de las células cndoteliales, motivo de este es-
tudio. De acuerdo con las descripciones ya cldsicas, las células roma-
das de la mitad del halo de emigracién y creci miento, son muy seme-
jantes entre si, planas, delgadas, laminares, poligonales coa corves-
pondencia de sus lados o bordes entre si; en esta situacion establecen
y guardan relacioaes con las células vecinas mediante abundantes, --
cambiantes, prolongaciones celulares citoplismicas, tipo pucnte.

La célula endotelial tipo que ahora se describe es nowablemen-
te rica en detalles esuwucturales, en particular cuando es observada al
Sistema Optico de Coatraste de Fases, entonces la imagen morfoldgica
coatrasta.con la aparente simplicidad estructural de las miémas célu-
las endoteliales cuando se obscrvan in situ en preparaciones hi_sllolégi—
cas como puede apreciarse en la LaminaVIIL: en sus figuras 34 37 e
; En las imégcﬁes de las células endoteliales in situ vistas en --
pfeparacioaes histoldgicas parece no advertirse estrucwra en el cito-

plasma; la memhrana celular plasmatica luce rigida, confinada al papel



de h’n_]ire celular y de r_clnci()n con otras semcjantcs formando la capa
fntima endotelial del vaso. En cambio, las imdagenes de las células -
endoteliales, lus mismas que revisten la luz de las  arterias o vasos
arteriolares, pero cultivadas in vitro, se ven tan diferentes que no pa-
receria que son las mismas. Su disposicidn y adherencia sobre la su-
perficie de cristal se traduce en una extremada delgadez lTaminar  del
citoplasma, lo que se acompaiia de una gran scparacion y  dispersion

de los organelos y en general de las partes de la célula; entonces’ la

imagen .35 de la Lamina viI  nos mucstra una célula muy exléndh
da, plana, de cxtraordinaria delgadez en el citoplasma; el nicleo se -
advierte grande, vesiculoso, transparcite.

En la morfologia de las "células endoteliales tipo” es frecuente
observar actividad endocitdsica en forma de pinocitosis. El cambio de
medio nutritivo suele ir seguido de uin notable incremento de la pinoci-
tosis, en estos casos, mediante a‘ctivos movimientos envolventes y en-
golfantes dé la membrana plasmitica se capturan del exterior peque-
-fias gotas del medio liquido nutritivo que, cn forma de vacuolas, se les

. . ve desplazar.se hacia el centro merabdlico celular; muy [recuentemante
‘hacia la vecindad del nicleo. Sin embargo; 1lama la atencién gue la pi
nocitosis no es ni muy frecuente ni muy intensa y los volimenes liqui-

dos que se mueven por pinocitosis son pequeiios; en las mejores condi-

ciones 'y en forma comparativa la pinocitosis en células epiteliales es



mucho mas activa y de grandes volimenes de mancjo.

En nuestra experiencia no hemos visto fenémenos de transpor-
te liquido, mediante vacuolas, del interior de la célula hacia 1a perife
ria. También convienc anotar que la pinocitosis mas activa se advier-
te en las células situadas en la periferia del halo, cuando tienen una -
parte de su cuerpo libre, sin relacion coa owras células. En algunos -
casos, pudimos observar actividad pinocfﬁca en células endotcliales.
Lamina TX - figurast38-42

En las células endoteliales después de una semana de cultivo -
empieza a se.r notable y visible en muchas de ellas el aparato de Golgi
en términos de una gran agrupacion granulo, vacuolo, canalicular yux-
tanuclear. El tamaiio y extensidn de este aparato, asi como la densi-
dad de sué clementos es vaviable y cambiante de una célula a otra y -
alin dentro .de una misma célula dependiendo de su actividad o momen-
to funci(.).m].. Coa frecucnaia las vacuolas pinociticas después de su via~
je pov citoplasma desde su lugar de origen en la membrana plasmitica,

. legan hasta la vecindad, penctran cn ci aparato de Golgi y ahi "desa-
parvecen" sin llegar a estancarse o desarrollar lagunas del liquido nu-
writivo. Algunas vacuolas pinociticas poco después de su formaeida se
retdnen y funden por coalesc'cnci;a con otras semejantcs y, en su viaje -

hacia la zona yuxtanuclear, se les adhicren algunas granulacionés finas,

densas, obscuras a la fase y asi, acompafiadas por estas granulaciones -




llegan hasta el apararo de Golgi y ahi "desaparecen” las vacuolas y-
los granulos se incorporan a los demas clementos granalares del apa-
rato de Golgi.

En estas células endoteliales, consideradas como el prowotipo-

de ellas en 1os cultivos ia vitro, es notable 1a abundancia y variedad -

de organclos. Los registros microcinematogralicos de estas células -

muestran gran acrividad movil de sug organclos con desplazamientos -

de la periferia yuxta membirana hacia el centro yuxianuciear e 1a cé-

lula, en ocasiones acompaiiando aparentemente a las vesiculas pinoci-
ticas y en otras simplemente desplazdndose 2llog solog.

En cstas céluléé (millarcs de ellas ohscrvadas) no Tug posible
ver figuras morfodindmicas de fagocitosis. Este fendmeno ¢ mas no-
table en atencidn a la abundancia de fragmentos y detritus celulares -
prescntes en el cultivo. En ocasionzs durante la emigracién y prolife-
racién colulares que integran 21 halo de crecimiento, las células endo-
icliales se desplazan y "tropiezan” con restos celulares, sin fagocitar-

1os, unas veces se detiene el desplazamiento ante el obsticulo que re-

presenta el fragmeinto celular, en otros casos, la célula endotelial pa-

sa por encima de los detritus.

La mayoria de las células endoteliales, como las que estamos -

" describiendo, llegado cierto momento entre (24 y 36 horas de estable-

cido el cultivo) entran en actividad de divisién mitdsica y las nuevas =

<
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células se acomodan en el halo y contribuyen a su crecimiento y ex-
pansidn.

En cambio, muchas de las células endoteliales situadas en 1la -
periferia, borde, del halo de crecimiento suelen separarse del conjun-
to, se sueltan, y emigran mas alla del borde del halo, quedan aisladas
y muestran una serie de .imodificaciones morfodinimicas que gradual-
mente les van semejando a fibroblastos; es decir, se wransforman en
elementos estelares con varias prolonghciones citoplasmicas que sue-
len continuarse cén delgadas y tenues fibrillas; antes de que.aparezcan
las fibrillas, el citoplasma se vuelve granuloso, la célula se desplaza
poco y de una o dos extremidades estelares, generalmente opuestas y
gituadas en el eje mayor de la célula, aparecen delgados filamentos-
que se identifican de reticulina y de precolégeha. De manera que, en
‘conjunto, podemos referirnos a que algunas células endoteliales. de la
periferia del halo celular experimentan transformacion fibroblastica -

seguida de actividad fibrogénica. El fendmeno inverso, transforma-

cién de-un fibroblasto hacia-célula endoteiial;-rio 1o hemos observado. -

I;éminé'x figuras 43-48.

La mayoria de las células endoteliales tieneh un niicleo grande,
vesiculoso, transpére'nté, practicamente hialino, rodeado o limitado
por una membrang nuclear muy notable %xl contraste de fases, sin em-
bargo, cie vez en cuaudo_,pueden'observar,sé células endoteliales seme-

jantes a las descritas, pero con dos nicleos &ituados en el centro ce-
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lular, dispuestos uno al lado o enfrente del otro, en ocasiones
contactando por sus membranas.

El nucléolo en estasi células suele ser grande, prominente, ra-
ras veces Gnico, lo comin es observar dos © mas nucléolos de
tamafios diversos y polimorfos. ‘

Una célula endotelial guarda relaciones con otra o-mas células
endoteliales vecinas de diversas maneras; en unos casos, cuando son
s0lo dos células y el contacté es ocasional, frente a frente, 61 contac-
to se establece por delgadas prlongaciones citoplasmicas, pseudoes-
telares, arborescentes, este contacto no suele ser ni muy firme ni
muy permanente, las células con facilidaa retraen y madifican las pro-
longaciones citoplé.smicaé para volver a lanzarlas una contra la otra

’ célula y establecer nuevos contactos. En otras ocasiones, cuando el
contacto se establece en los bordes latero lateral de dos células, las
células se aproximan bastante hasta casi adosarse; entonces cada célu-
la emite numerosas y cortas prolongaciones citoplismicas que entran
en contacto con su semejante de la otra célula o pueden ponerse en con-~
tacto directamente con la membrana plasmitica de cada célula; de esta
manera se establecen cortos y firmes puentes VIﬂembranodtoplésmicos

que alin cuando estin en continuo movimiento unen en forma mas firme

y prolongada a las dos células. Entre un puente y otro quedan espacios

lacunares. Estas uniones por firmes.que pareican y que en realidad -
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1o son constituyen 51mpl<;s; contactos de Amcmbrana a mcmbrana- plaé-
mitica, las prolongaciones celulares de un lado y del otro no penetran
0 atraviesan la membrana ni alcanzan la intimidad del citoplasl.na', es
decir, no establecen relacione s sincicialeé, cada célula, por estrecho
y firme que sed su contacto con la oira, sigue conservando su integri--
dad y unidad celular. PR

I.os movimientos conjuﬁtos de todos los clementod integrantes
del halo, entre cllos, las células endoteliales, o los movimientos aje-
lados de pequeiios grupos de células ocasionan estas uniones celulares
que proporcionan a toda la ldmina cclular gran elasticidad, resisten-
cia de unidn y facilidad de solvarse de las células del conjunto. LEste -
tipo de unidn de las células endotcliales nos interesa mucho para esta-
blzcer una comparacion con la unidn celular que se establece entre -~
ellas in éitu, en la pared del vaso y el papel que juegan durante los fe~
némenos de permeabilidad o de filtracion de liquidos por las uniones -
celulares. |

Las uniones celulares de las‘ células endoteliales como las he~-
;1105 descrito son muy.semejantes'yl recuerdan a las que se establecen
entre las céluizis epiteliales y que'a Su vez son muy semej al'm?’s a las

uniones de tipo epiteliofibrillas de la capa espinosa del estrato germi-

nal de los epitelios.

"La observacién y estudio -comparativos de los halos de cr'eci-



miento celular de cultivos de una y de dos semanas pone de manifies -
to la dominancia de las células endoteliales sobre cualquier otra va-
riedad cclt.xlzu', por ejemplo, sobre los fibroblastos, células muscula-
res lisas, macrofagos y cualquier otra variedad celular; sin una con-
" rabilidad celular estricta, podemos estimar en wes cuartas partes las
células endoteliales y cl restante 25% de células compuesto por las --
demis varicda(_les. Esta aparente proporcion cambia rapidamente des
"pués de la tercera y cuarta semanas de cultivo, en estos casos la do-
minancia celular se invierte, cada vez van siendo mis numerosos 1oz
fibroblastos; log macr0fagos y las células musculares lisas y, sobre -
todo, las células endoteliales van disminuyendo progresivamente.
Generalmente la dominancia de fibroblastos se deriva de una -
notable actividad proliferativa dec estas células; con frecuencia de los
bordés del fragmento matriz emergen puntas de salida de fibroblastos
que en capas superpucstas sobre la monocapa del halo principal inva-
'. \JL,H y crecen hasm alcanzar mayores dlmcnmones quc el crecimiento~
de las células cndoteliales. Sin cmbm g0, muchog otros f{ibroblastos, -
“en plena actividad fibrogénica derivan de fenémenos de diferenciacion
“sobre las células endoteliales de la periferia del halo.
TLa Lamina X! t. ilusira en sus Fi;gurzis 54-87 imagenes de

células musculares lisas, como se advierte ain cuando-algunas de - -

ellas se aplanan y adhieren al portaobjetos de crecimiento, la mayoria
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de ellas conserva la forma fusiforme, alargadas con ndcleo vesicular,
grande, claroy nuciéolo prominente. La observacién prolongada de
las células musculares lisas, en particular en registros microcinema-
togréaficos, lentay reptante, permite observar la contraccién de algu-
nas de ellas, por si solas o bajo el estimulo térmico de intensidad lu-
minosa.

Las células musculares lisas crecen y se cultivan formando pe-
qﬁeﬁog grupitos de células; de cualquier manera, el nimero total de
las células musculares lisas es muy reducido en el mejor de los culti-
vos. Estas células proceden de las musculares lisas de la capa media
de la pared arterial del fragmento sembrado o de los vasa vasorum
contenidos en el explante,

Finalmenté, los compuestos eldsticos, fi‘bras o laminas de la
pared de la aorta y de las afterias coronarias no participan de la acti-
vidad celular atin ;:uando permanecen en el fragmen'ro matriz durante-~
todo el tiembo de incubaci6n y cultivo y pueden ser identificados en las

observaciones "in vivo" y en-las preparaciones fijadas y tefiidas.
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Discusion

T.as células endoteliales de los vasos aorto covonarios caltiva-
das in vitro resultaron ser, como se habia previsto en la hip(‘)tesié de
este trabajo, un magnifico material bioldgico para estudiar su morfo-
logia y dindmica, es decir, su biologia celular cn relacion a su parti-
cipacion en los mecanismos de regulacidn en la circulacion sanguinea
y, muy en especial, en la perrmeabilidad a nivel de 1a ved capilar.

Aislar y caracterizar morfodindamicamente las células endoe-
liales de la pared de los vasos aorto coronarios no fué ficil; las nume
rosas dificulindes téenicas con las que tropezamos nos recuevdan a las
que tuvieron otros inve'stigadores al wratar de aislarlas y obtener con
ellas culiivos pln:os; casi colonias, con los mismos propositos de ca-
racterizarlas. Por ejemplo Robertson (13 ) recurrid a sembrar --

. fragmentos vascularesv de aorta apoyando la capaAfntima sobre Ia su-
perficie de cristal del cubreobjetos de siembra. Nosotros también -
' recurrimos a un procedimiento semcjante con resultados comparables
a los de Robertson.. Por owro lado, 003 iﬁvestigadorcs, entre ellos

Pomexrat (17), Folkman (14), del Vecchio (15).y Jaffé ( 16), recurrie-

ron a la digestién enzirdtica de fragmentos'de pared artexrial con trip-.

sina y colagenasa buscando la liberacién y separacién de las células -



endoteliales de las demés cclulas que constituyen la pared vascular.
Los resultados obtenidos por estos investigadores pueden resumirse
de 1a siguiente manera: Pomerat (17 ), empleando la tripsina, obsei-
v6 después de 5 a 6 dias en los cultivos primarios abundantes células
mesenquimatosas o poliédricas laminares que después de un primer -
transplante tienden a formar colonias "epitelioides"; muchas de ellas
con el tiempo adoptan morfologia estelar semejante a la de los fibro-
blastos. TFolkman (Llf%)y), del Vecchio { 15 ) y Jaffé ( 14), por éeparado, .
emplearon perfusiones in situ de soluciones de colagenasa en redes ca
pilares (Folkman), en segmentos venosos (Jaffé) y en la red vascular
de la glandula adrenal (del Vecchio).

Adn ¢n estos casos y en manos de tan experimentados investi-
gadores la separacion de las células endoicliales fué muy dificily  en
todo caso fué necesaria una correcta identificacion, ya que con la ac-

¢cidn enzimatica se liberan, no solo, las células endoteliales, sino --

-otras muchas (fibroblastos, histiccitos,; células. musculares lisas), -

procedentes de las vestantes capas de integracion histolégica de las -~

arterias y venas. Asi, los autores mencionados y una amplia pleyade

de seguidores, entre ellos, Zetter (22 ), Gospodarowicz y col, (23) ,i

Youing y col. (24), recurricron a la identificacion mediante mecaiis-

mos de inmunologia celular y fluorescencia a la energia ultravioleta,

21 procedimiento, bello en imégenes, no tiene la especificidad busca- -

.da. Owro grupo de investigadores, entre cllos Weibe‘llvy I?alpde (11), - )



Farquhart (10 ), recurrieron a la ele_ctronmicroscopfa y creen, los-
dos primeros, haber cncontrado unas estructuras electronmicroscopi
cas que, actualmente se les denomina "cuerpos de Weibel y Palade" y
" parecen ser especificos de las células endoteliales, Estas estructuras
son cuerpos bacilares de 3.2 micras de largo, vodeados de una gruesa
membrana de 60 a 80 /(‘3, del tipo de unidad de mermbrana; su cuerpe-
cillo estd formado por pequefios y delgados tuhulos cilindricos de 150-
a 209 ?\. Su seccidn transversal mucstra la presencia de § a 26 tibu-
los. Estos cuerpos de Weibel y Palade, seglin log propios autores po-
drian ser ohscrvados en microscopia fotdnica si son tefiidos con azul
de bromofenol de mercurio, que las tfie de azul, asi como con’ Sudan
Negro disuelto en alcohol. Estos cuerpecillos se pueden confundir con
facilidad con mitocondrias a la observacidn con microscopios de luz.
Nuestros métodos y técnicas no incluyeron la Electronmicros-
copia, por 1lono discutimos los hallazgos de Weibel y Palade desde-
cste punto de vista‘; en cambio, nucstra amplia experiencia en micros-
copia fqtéllica, en particular con el SistemavOptico de Contraste de Fa-

ses en células vivas, nos permite comentar que hasta el momento 1o

hemos visto en nuestro material ninguna estructura de las dimensiones

y caracteristicas de los "cuerpos-de Weibel y Palade”. Sin embargo -
Zetter ( 22 ) comenta que los "cuerpos de Weibel y Palade” estin pre-
sentes en las células endoteliales humanas, mientras que no lo estan -

.
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en las-de bovino;-esta diferenciacitn en las especies podria explicar-
que en nuestro material no hayamos podido indentificarlas.

También intentamos la separacidn mecanica de la capa intima
de las restantes capas de la pared arterial. Este método requiere de
gran habilidad téenica ya que se acompaiia de mucho Lraumatismo ce-
lular; proporciond células endotcliales en reducido nﬁmcro y en for-
ma irregular, lo que limita su confiabilidad, pero nos proporciond va-
liosa informacion para la identificacion y el conocimiento de sus prin-
cipales cualidades morfologicas.

Finalmente, nuestras observaciones y resultados comprenden
la siembra y cultivo de pequefios fragmentos de aorta y coronarias ad-
heridos, por su capa intima mediante codgulo de fibrina a la superficie
del cubreobjetos de (':uhivo.

Obtener células endoteliales de la pared vascular, en particular
de segmeintos aorl'ocoronéi'ios, sembrarlas, cultivarlas y después cs-
wudiarlas desde el punto de vista de la morfologia dindamica, resulta, -
4. alin muy dificil cﬁ cuanto a procedimientos técnicos, lo cual repercute
en ﬁna continua i;]éegUridad de obtener precisamente las células endo-
teliales en tales. condiciones biolégicas que permitan su ulterior siem-
bra y cultivo. Opinamog que Ia sicmb;ra de pequeiios fragmentos de la
paled arterial sigue siéndo cl procedimiento recomendable para obte -

ner las células endotehales aceptando que vendran mezcladas con -



oti'as variedades celula_rcs y.quc.st reconocimiento.c identificacién -
requieren hasta el momento de una amplia experiencia personal en --
morfologia celular in vitro que permita identificar las células con co-
rreccién en los halos de emigracion y proliferacion en los cultivos.
Por el mo mento no parece existir un recurso téenico ficil, rapido, -
sencillo y seguro bara obtener las células endoteliales en cantidades -
‘suficientes para construir con ellas modelos celulares experimentales.
Quiza, la coinhinacién de recursos nos conduzca a una mejor solucion
al actual problema. Por ejemplo, siguiendo los intentos de Pomerat -
(17 ), entre otros, se podrian, mediante resiembras sucesivas, se-
leccionar y resembrar células endoteliales. Esie procedimiento im-
plica, de todas las maneras, la siembra primaria, la experiencia de
reconocerlas en el halo de crecimiento y las dificiles maniobras dé re-
cogerlas, transportarlas y resembrarlas en otwros recipientes para cul-
tivarlas hasta desarrollar colonias de células cndoteliales.

En nuestro caso, cuyos objetivos principales eran observacio-

_nes y estudios morfodindmicos, no precisamos de grandes cantidades =

.de células, pero si tener la seguridad de su procedencia y naturaleza; .
;es decir, células endoteliales del revestimiento intimo de vasGs arte~
riales aortocoronarios. [ste requerimiento creemos fué satisfecho -

con las siembras que realizamos: siembras de fragmentos de paved -
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arterial con adherencia de 1a capa intima al cristal del cubyeobjetos de -




siembra, asi como cultivo de la siembra de la suspensi6n celular ob-
tenida por accidn enzimatica (lripéina y colagenasa) de fragmentos de
arterias del drbol aortocoronario.

A Jaffé y Col. (16) y Branwood (12) también Ies 1lamé la aten-
cidn la formn y el peculiar arreglo que toman las células endoteliales
de manera tal qﬁe recuerdan el cre'cimiento in vitro de los epitelios en
el halo de crecimiento; estos autores emplearon el término de "epite-
lio pavirhentoso"‘ para describir el crecimiento en monodapa, sin .so-
brelapacion celular, de las células endoteliales humanas derivadas del
cultivo in vitro de las venas umbilicales. Descripciones y comentarios
afines a la forma y crecimiento de las células endoteliales cultivadas in
vitro, se encuentran en las comunicaciones de Kempski y Col.. (25) vy
en la excelente monografia de Pollack ( 1 ) sobre culiivo de tejidos y -
.aterosclerosis.

lLos criterios que cmpleamos para calificar de célula endotelial

a los elementos celulares del halo de crecimiento fueron los siguientes:

1. célula que se adhierey se extiende en sus méaximas dimen-
siones sobre la superficie de cristal de siembra y cultivo o sobre *la-
superficie del codgulo del plasma que se empled para sujetar al im-

plante.

2. Célula de forma poliédrica irregular, de bordes bien,‘d'efini— -

dos que se armonizan y adaptan a los bordes de las.células endotelia- .
les vecinas y forman asf extensos'y laminares mosaicos.
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3. Las células endoteliales ya aisladas oreunidas, formando
lémili.as, muestran su membrana plasmatica con prolongaciones digi-
tiformes o filamentosas en coatinuo movimiento y cambio morfoldgi-
co, 1o que delermina un continto movimiento ondulante o en fleco, ge-
neralmente asociado con las primeras figuras morfodinamicas de la
pinocitosis.

4. Comparadas las células endoteliales con cualquier otra va-
riedad celular de la economia corporal, son ellas las cjue mas sc ex-
tienden y alcanzan las mayores dimensiones conservando tuna armonia
cn sus proporciones y dimensiones, por lo que el mosaico que consti-

tuyen sucle ser muy regular.

5. Estas células crecen y proliferan generalmente en monoca-

pa, es excepcional ver que se agrupen en dos 0 mis niveles y de hacer

lo suele sex en la inmediata vecindad de los bordes del fragmento ma-

wiz y por corta distancia hacia el halo de proliferacién. Sin embargo: .

para Schwartz (26 ) existen diferentes patrones de crecimiento de -

' «,lés células éhdotcliale_s_ in vitro; su opinidn y experiencia se bdsa en -
sus. es tildidé sobre aortas de bovino cultivadas in vitro.

6. La particular disposicién laminar, en mosaico y la extraor-

dinaria delgadez que llegan a tener estas células hace que todos sus

.compoientes celulares y los organelos resalten y se observen con ex- .

traordinaria nfiidez, en particular bajo las observaciones al contraste:

50



de fases.

A qué se debe la particular forma en mosmco y disposicién la-
minar de las células endoteliales ha sido tema de investigacion y discu
sién practicamente de todos los interesados en estas células. Hasta el
Momento no contamos con una explicacion satisfactoria, para nlgunoé
autores se trata de estereoiropismo, para nosotros, polria tratarse -
de una derivada morfoldgica de una ancestral funcién de permeabilidad
y recubrimiento de la pared vascular; conviene recordar aqui que en-
los invertebrados, las grietas y cavernas parenquimatosas se recubren
tempranamente de células endoteliales.

7. El citoplasma es abundante, muy claro y extendido, en el se
ohservan numerosos organelos; del tipo rhilocondrins filamentosas o. -
bacilares, simples o dicotomizadas. ILas dimensiones que pueden te-
ner estos organelos son el limite de observacitn clara y nitida para -
nuestros sistemas 6pticos microscdpicos foidnicos. Mis alla de eétas
dimensiones, solo el microscopio electrénico es ca};az de penetrar en

las imdgenes de alta regolucion.

8. En las célulag endoteliales es muy notable el conjunto estruc’

tural que constituye el Aparato de Golgi en diferentes grados de desa-
rrollo; en unas células puede ser muy discreto, constituido sélo por -

granulos y finos grumos reunidos en la zona yuxtanuclear, mientras.en

otras células alcanza su maximo desarrollo y dimensiones entonces.en -

¢l cual se pueden distinguir e identificar estructuras granulosas, tubu- -
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lares, vacuolares, grumosas en gran complejidad morfodindmica, es-
t_a complejidad y desarrollo estructural traduce marcada actividad -
metabdlica de las células endoteliales goneralmente relacionada con
actividades secretoras y de sinteis de producios celulares. Hasta el
momento ignoramos las consecuencias de esta actividad metabdlica y
desconocemos el prodtxcto secretado, -asi como su Telacién con las
funciones de las células endoteliales con la circulacién sanguinea y su
participacibn en los mecanismos de permeabilidad.

9. El aparato de Golgi puede estar 1-6deado por citoplasma cla-
ro, peroen muchas ocasiones suele estar rodeado por abundantisimas
y finas gotitas muy uniformes entre si, brillantes al contraste de fases
y al campo de luz polarizada, ignoramos su naturaleza y composicion
bioquimica asi como su relacién con el aparéto de Golgi.

10, El citoplasma laminar y extradelgado de las células endote-
liales que estamos describiendo suele en no ;;ocas ocasiones mostrar -
reforzamientos a manera de tono fibrillas variables en n@mero y orien-,
ta}cién; generalmente relacionadas con el sentido y magnitqd de las
fﬁ_erzas qué actdian sobre la célula. En trabajos de Wechezak (27) re-
fuerzan estas _cdnsideraciones . Quien observé ;amb@os en la reorgani-

zacion del citoesqueleto cuando las células endoteliales fueron someti-

.

das a cambios de corrientes que actuaban sobre su superficie. |

11. El nicleo es grande, vesiculoso, claro, generalmente ni-



co, rara vez doble, observaciones que coinciden con las Kempski y -
(25) y'Bowma'n'y col."(28 ) “quienes trabajaron-con células endotelia-
les del arbol cerebrovascular y con vasos del oido interno respectiva-
mente, donde se refieren al ndcleo celular como redondo o eliptico 'y
ligeramente hipocromitico, con la presencia de uno o mis nucléolos
prominentes.

12. La membrana nuclear es muy nitida y dibuja un contorno ovoi-
de muy regular del nicleo; de grosor muy uniforme en algunas células
puedeén observarse invaginaciones digitiformes de 1a membrana nu-
clear que le imprimen al nticleo una morfologia irregular, psedolobu-
lada. En estos niicleos, pueden observarse con gran precision todos -
los cambios que les afectan durante la division celular mitdsica mejor
que en ninguna otra variedad celular. El nucléolo suele ser muy gran-
de, prominente y por excepcidén Gnico, generalmente es numeroso (2 a
6) igualmente densos y prominentes. Son células que una vez estableci-

das tienen gran actividad de mulrtiplicacién. En cultivos mixtos, es de-

c1r no seleccxonados coexisten células-endoteliales y otras células ---

en partlcular fibroblastos, 'son estas las dos variedades que en culuvo'
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alcanzan el mayor nimero de d1v151ones mitdsicas por campo y por tiem

'vpo. ‘Patra Branwood (12 ) la frecuencia con la cual coexisten células en-

-doteliales y fibroblastos en estos cultivos seria una caracteristica de -

relacion'y citodiferenciacién intercelular.,
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. 13. Aspectos dindmicos mas destacados en las células endote~
liales. V

Observaciones directas prolongadas de célul as endoteliales Vi
vas bajo el sistema de contraste de fases o mediante el analisis de los
registros microci‘nematogréﬁcos permi. ten observaciones morfodind-
micas de las principales funcionesly actividades celulares; de entre -
ellas, por su riqueia de detalles y su wrascedental significado biolégi~
co mencionamos la division celular, la translacion, la pinocitosis y --
los cambios morfoldgicos que experimenta la ¢élula en relacion a su -
momento bioldgico. En opinion de Payling (99 ) las divisiones mitdsi-
cas tan abundantes en las células endoteliales no estan en relacién con
la edad del organismo, el nimero de ellas varia de un animal a oo
y en la aorta las1 tosis son mis frecuentes en el arco adrtico y en -
sitios de constrincion vascular.

14. Incorporacién de liquidos del exterior hacia el interior 'deA
la célula. La incorporacién de ligquidos involucra en primer término a
ié membrana celular que, en el caso de las éélulas endoteliales, exhi-
be activos movimientos ya ondulantes, ya digitiformés _y-hasta filopédi.-
cos que tienen como resultante final 1a captura por énglébamiénto de -~
pequefias cantidades del liquido. La porcitn de lg membrana involucra-
da en la captura del quuido se separa totalmente del resto de la mem-
brana celular y rodeando a 1a gota liquida, forma una unidad morfodi-

nidmica que se dirige hacia el centro de la célula. Por el mornento y -



después:de nurﬁeroéféimés ébsgrvaciones no contamos con un argumen
to satisfactorio para explicar c()'mo es que el complejo membrana gota
liquida se dirije hacia el centro celular. L.a auscncia de estrucuiras -
relacionables con el movimiento de las vacuolas hacia el centro celu-
lar comprende observaciones electrdn microscopicas. En alguxms célu
las endoreliales la ingestién de liquidos y su transporte hacia el centro
celular, hacia el aparato de Golgi, es muy abundante y activa. Tradi-
cionalmente, desde Lewis y Lewis (7 ) esta incorporacion de 1i--
quidos se ha calificado de Pinocitosis y se ha adscrito a una forma de
endocitosis; pensamos que nuestrag observaciones apoyan estas ideas.
Sin embargo, resta mucho por aclarar y demostrar cuando se opina -
que el papel de permeabilidad que la célula endotelial desempefa en la
pared vascular se i'ealiza mediante pinocitosis y hasta se propone que
las vesiculas lfthidés son tan pequeiias que se les denomina microvesi-
culas y al-fenémeno micropinocitosis; Creemos que es necesario, .en A
todo caso, diferenciar el_ transporte liquido relacionado con la nutri-
cidn celular, es decir, la verdadera Pinocitosis endocitica, del twans-
borte de liquidos de un lédo a otro de la pared celular relaéionado con
los fenémenoé o mecanis._mos devpermeabilida.d entre el interior del va-
s0 y el medio tisular que le rodea.

Desde el punto de vista citomorfodinamico las vacuolas de la pi-

nocitosis endocitésica empiezan en la membrana citopldsmica, se diri-

gen hacia el centro metabélico funcional de la célula, hacia la zona -
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yuxtanuclear y ahi "desaparecen”. Con frecuencia las V¢sfculas se
reunen con otras v'ecinas, por coalescencia, forman otras vesiculas-
mis grandes, finalmente las vacuolas al acercarse a iea zona yuxtanu-
clear disminuyen cada vez mas de tamaiio hasta desaparecer en la fn;
tima vecindad del nicleo o en el seno mismo del aparato de Golgi. Es-
tas vesiculas pinociticas entran en estrecha relacion con granulacio-
nes citoplismicas densas desde la parte media de la distancia que re-
corren desde la membrana hasta el nicleo, En la medida que las vesi
culas. pinociticas van desapareciendo, las granulaciones son més abun-
dantes y méis densas. -

Por otra parte en el citoplasma de nuestras células endotelia-
les no fué posible observar ifnégenes morfodindmicas del tfansportc -
transmural de vesiculas pinociticas formadas en alguna parte de la --
membrana citopldsmica y que sin pasar por la zona nuclear, atravie-
sen la célula y éalgan via membxna en posicion obuesta a su formacion.

Este.hecho morfodindmico creemos que es de gran importancia
pg@‘a explicar la dindmica de la permeabilidad endoteliai tfansmural ya
qlie desde Palade ( 30 )'se invoca y se acepta el paso, en un. sentido y
en otro, de liquidos a través de la célula endotelial. Nosotros en . las
éélula;s enddtelialés cultivadas'in vitroy procedénés ae la capa Intima
dé \;asos artefiales, con iméagenes morfolégicasA extraordinarias, no \%i~
mos. imégenés.'relacioqables con el rre.msporte.transmural. No podemos
a's'egurér que estefendémeno no suceda in situ en donde las Célu-la's endo-



teliales estan sujetas a juegos de presiones hemodindmicas y a otros
fendmenos tisulares que repercuten en la fisiologia de la pared endo-
telial, pero, in vitro s6lo fué notable la pinocitosis endocitica,

Sin embargo, buscando imigenes citomorfodindmicas que pue-
dan explicar o relacionarse con los procesos de permeabilidad trans~
mural mediante las células endoteliales, encontramos que las células
endoteliales in vitro, en el halo de emigracion y proliferacion, csta-
blecen relaciones con las células vecinas en forma especial, mediante
prolongaciones citopldsmicas que, al entrar en contacto las de una cé-
lula con las vecinas, forman espacios que recuerdan en conjunto al
arreglo fenestrado en las uniones de las células endoteliales, tanto de
los endotelios propiamente fenestrados como de los capilares sinusoi~
des del higado, bazo, etc, asi como de las uniones transitoriamente fe
nestradas como se advierte en algunos endotelios capilares.

También in vitro, en los cultivos y mediante la microcinemato-
grafia hemos observado uniones intercelulares de células endoteliales,

al principio muy estrechas pero poco a poco cuando las células se se-

- paran unas de olras, dejan entre ellas, a nivel de sus membranas, -
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puentes citopldsmicos y ventanas (fenestradas); unos y otras, filamentos.

y ventanas pueden, suclen, desaparecer en otros momentos por nieva

consolidacion de las aproximaciones y uniones celulares, para tiempo

. después volver a formarse los puentes y las ventanas.
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Cavalloy col. (31 ) trabajando en angiogenesis de tumores-
observd que el endotelio mues;tra fenestraciones periddicas, las cua-
1¢s aparecen como interrupciones repetidas; €l nimero y distribucion
del fenestrado es muy variable de una porcién de la pared a otra, da-
tos compatibles con nuestras observaciones. Conviene recordar que
nuestras observaciones las hemos realizado con células endoteliales -
de vasos aorta y coronarios, anceswralmente considerados vasos con
endotelio cerrado no fenestrado, ‘

Este dato morfodindmico observado en la relacion vecinal  de
las células endoteliales que crecen en el halo de cultivo celular expli-
.carfa en forma muy clara la capacidad que tienen las células endote-
liales para aproximar sus bordes celulares y establecer muy estre--
chas y resistentes unionés como las que se observan entre las células-
endoteliales in situ en los denominados capilares cerrados. Pero que
en relacién a los momentos funcionales estas mismas células endote-
liales pueden entre abrir sus uniones y originar fenestras funcionales,
como las que se observan en la microscopia electfc‘)nica, para volver-
;'1 desaparec'er nuevamente. .

De Bono y col. ( 3é ) obgervé que laé '.uniones célu_la-éélula -
tan comunes in vivo, e in vitro parece ser que se forman hasta quie las
células se han aplanado en un substrato adecuado; estas uniones que -~
dan Jugar a 1as aperturas transéndqteli_ales se p{erdeq o se redﬁcen -

en nlimero considerable, cuando las células son cultivadas, datos pro-



. porcionados por Jaffé y col. ( 16 ) en su trabajo de cultivo de célu--
'las’cndo[clialcs humanas provenicntes de vena umbilical,

Por estos espacios es mis satisfactoria la explicacion del paso
de liquidos y contenido capilar hacia los tejidos y de los tejidos hacia-
el vaso. Las presiones hidrostitica, oncotica y oros factores auspi-
ciarian o interferirian el paso transmural intercelular.

Esta nuestra idea, se refuerza con las opiniones de owos inves

"tigadores como Cavalloy col. ( 31 ), Milici y col. ( 33 )y Woagy
col. (34 ), quien.es dicen que el fenestrado endotelial provee un arre
glo donde las substancias filtradas pueden penetrar la pared del capi-
lar sin pasar a través del citoplasma del endotelio, también opinan que.
el endotelio esta fenestrado en tejidos donde hay una rapida transferen-
cia de grandes cantidades de producto de secrecidtn o nutrientes absor-
bido.

“ La observacion morfodindmica in vitro nos permite suponer que
las c€lulas endoteliales in situ, en los vasos capilares, atin en los lla-
mados "cerrados", en relacién al Iﬁomel:ltd funcional de 1a circulacion
son capaces de formar ventanas o de cerrarse‘por completo.

Este mecanismo relacionado con la permeabilidad capilar, ala
~luz_‘ de observac'iones en células enddfeiiales cultivadas, nos parece -~

mis factible para explicar el paso de liquidos y sustancias a través de
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la pared endotelial que invocar la pinocitosis wansportativa.

La magnifica revision que Florey (30) rceﬁixé € torno a cste -
problema nos ilustra como ha cambiado el enfoque que se le ha dado al
problema de permeabilidad de los vasos; durante siglos se le quisd ver
como un fenémeno estitico, de ahi’ la idea de 1a existencia de poros y -~
canales. Nuestro enfoque dindmico rzfuerza la idea de que el paso de
liquidos y substancias se realiza principalmente por las uniones celula-
res y no a través del citoplasma de las células endoieliales.

Milici y col. (33) llaman la atencién sobre la formacion de ven-
tanas "fenestros' y canales cntre las células endoteliales de capilares
durante su cultivo in vitro.

Para de Bonoy col. (32) la formacién de ventanas y canales serian
la expresion morfodindmica de la interaccién intercelular endotelial.

Sin embargo, para Branwood (12) la formécién de ventanas y ca- '
nales intercelulares s6lo se oObserva en células cultivadas in vitroy --
cuando las células se han adherido a un substrato plano, liso y resisten-
te. ,

Cavallo y col. (31) trabajando en angiogénesis experimental en
tumores observan que las ventanas y canaléé intercelulares son mas. --
abund_antes 'e'n'aq'uellos sitios donde existe una gran transferencia rapida
de grandés cantidades de pro:mcios de secrecién o de absorcién de nu-

trientes.
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En nuestro material y experiencia la pinocitosis que se observa

en nuestras células endoteliales procedentes de los vasos aortocorona-

rios es principalmente endocitdsica; no advertimos evidencias de pino- .

citosis transportativa relacionada con la permeabilidad celular.




Conclusiones

1. El cultivo in vitro de células endoteliales de los vasos aor-

tocoronarios del miocardio resultd ser un modelo citolégico muy ade-
cuado para observar y estudiar la citomorfodindmica de dichas célu-
las.

2. Obtener células endoteliales separadas del restode los -~
constituyentes de los vasos plantea dificultades técnicas que exigen -

habilidad y experiencia técnicas en esta particular raﬁm de la biologia
celular. ’

3. Salvadas las dificultades técnicas mencionadas, de la Capa?
in;ima de los vasos aortocoronarios dei miocardio, obtuvimos y desa-
rrollamos magnificos cultivos de células endoteliales de gran pureza -
celular para nuestros propdsitos de su caracterizacion morfodindmica.

4. El'empleo de sistemas éptiéos (Campo Claro, Campo Obscu-
ro, Luz Polarizada, Contra_ste de Fases, Interferencia Policfomética -
de la Luz, Coﬁtraste Diferencial de Interferencias) asociados a la par-
ticular ‘disposicién laminér de extraordinaria delgadez citoplasmica y
disposicién 'en mosaico proporéion() bellas, novedosas y valiosas i‘mégef

nes morfodinamicas de la biologia celular de tan particular variedad ce-

A

61

lular. . En éstas condiciones la estructura celular y subcelular son ricas,




en detalles e informacioén dinamica.

5. Con tan magnifico material observamos y éstudiamos las -
imdgenes morfodinamicas rclacionadas con cl problema de la permea-
bilidad de la célula endotelial al paso de los liquidos y substancias.En
nuestras células endoteliales fueron abundantes y muy ricas en deta-
lleé las imagenes de Pinocitosis endocitosica, mientras que nunca ob-
servamos Pinocitosis twransportativa.

6. lL.as células endoteliales prac¢ticamente puras que crecieron
en el halo de emigracidn y proliferacion de los cultivos y en algunos -
sitios donde se desarrollaron las células endotcliales a manera de --.
"colonias" pudimos observar y estudiar los fendmenos morfodinamicos

. de su interrelacion en los bordes celulares de células vecinas. En ba-
se a nuestras observaciones mediante microcinematografia espaciada
pudimos observar y estudiar la frecuencia y facilidad con que las célu-
las endoreliales establecen relacidn entre sus bordes, en unos momen-
tos en forma muy estrecha, intimay firmé mientras gue en Otros mo-
mentos, en esos mismos sitios las.uniones éelulares se vuelven laxas,
se establecen puentes citoplés,xhiCOS y se forman ventanas de tamafo -
variable, las cuales pueQGn yolver a de'saparecer en pocos minutos.

7. Pénsaimos_que_ merced a esta facultad morfodindmica de las
célula;s‘endotg_liales para establecer uniones celulares dindmicas rela-

cionadas con los momentos funcionales de las células la pared que re-
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presentan las c€lulas endoteliales en los Hamados capilares cerrados
puede facilmente atravesarse no .necesariamentc por micropinocitosis
transportativa, sino por la aparicién y apertura de ventanas o fenes-
tras, no tan grandes y permanentcs como en el caso de los endotelios
de los capilares sinusoides fenestrados, sino pequefias y transitorias.
8. En las células endotclialés despuési de 1a tercera semana
de cultivo es frecuente observar en cllas cambios morfodinamicos re-

lacionados con la transformacion y actividad fibroblastica.
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Laminal

Representacion esquemdtica que ilustra desde el sitio anatémi-
co de donde se obtuvieron los fragmentos matrices hasta los principa-
les resultados obtenidos al ser cultivados in vitro.

Figura 1. Esquema de la aorta en el nacimiento de las arierias
coronarias y vascularizacion del miocardio ventricular en su parte al-
ta. De estos sitios se tomaron los explantes para la siembra.

Figura 2. Esquema de la porcién de la pared de la aortay del -
nacimiento de la arteria coronaria. Los fragmentos para sembrar se -
tallaron de estos sitios.

Figura 3. Representacitn esquemitica de un corte transversal-
de la aorta en la porcién donde nace una arteria coronaria. Se ilustran
los diferentes componentes tisulares que forman la pared aorto corona-
ria (capa intima, capa media y capa adventicia) y los diferentes tipos -
celulares que las integran, (células endoteliales, histiocitos, fibroblas
tos, células musculares lisas, células cebadas y células amiboides) y
que durante la siembra y cultivo in vitro emigran, forman el halo de -
crecimiento y expresan su citobiologia dindmica.

Figura 4. Cuando los explantes arteriales fueron colocados con
la cara adventicia en contacto con la laminilla de siembra las células -
derivadas fueron desde el principio histiocitos y fibroblastos; varios -
dias después aparecieron las células endoteliales, estableciéndose una
poblacién celular muy heterogénea.

Figura 5. Explantes semejantes a los de la Fig. 2. se sembra-
ron poniendo la cara Intima de la porcién arterial en contacto con la su-
perficie de la laminilla; la poblacién celular derivada de estos cultivos
fue bastante homogénea y formada desde el principio por células endo-
teliales.

Figura 6. Esquema de un fragmento de miocardio conteniendo -
vasos de pequefio calibre de la red coronaria que irriga la masa mio-
cédrdica; se ilustran las principales variedades celulares que se deriva-
ron durante el cultivo: células endoteliales, histiocitos, fibroblastos y

- células musculares cardiacas.

Figura 7. Esquema que ilustra los principales cambios observa-
dos en los vasos capllares durante su cultivo in vitro. Las células endo
teliales emigran de su sitio, adoptan forma amiboide y después se adap
tan a la superficie del cristal de siembra y forman las tipicas ldiminas-~
de células planas. -
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Lamina IT

Cultivo dc Aorta

Composicién en mosaico de 18 campos mi-
croscOpicos de un cultivo de 2. semanas de un frag-
mento anular de aorta. Se identifican las capas me-
dia y adventicia de la pared arterial. Elhalode --
emigracidn, crecimiento y proliferacién es amplio,
muy celular y con notable diferenciacion histiogéni~
ca angioide. L.a mayor parte de las células son de
las variedades histiocitos, fibroblastos y células -
endoteliales, en cultivo mixto heterogeneo con gran .
citodiferenciacion. '

Aorta de rata. Técnica de Jacobson. 64 X.
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Lamina III

Prototipo amiboide libre en emigracioén

Cultivo de arteria coronaria de rata. Duran-
te las primexas 24 a 48 horas de cultivo, lo mas no-
table es la emigracidén de células amiboides, macro
y microfagicas.

La Fig. 9 corresponde a una imagen de ma-
crofagos (elemeptos esferoides brillantes). Las cé-
lulas aplanadas son las primeras endoteliales que
formaran el halo laminar.

Contraste de Fases. 400 X.

Figs. 10, 11 y 12 células amiboides micro-
fagicas ( linfocitos, monocitos,-eosindfilos) en emi-
gracion; el citoplasma es abundante y en muchas cé-
lulas vacuolar, A

. Técnica de Jacgbson . Campo Claro.

Fig. 10, 250 X; Fig. 11, 500 X; Fig. 12, 625 X.
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Lamina IV

Prototipo histiocitico y fibrobldstico

Fig. 13. Fragmento de arteria coronaria de
rata. Cultivq de 48 horas emergencia de 4 histioci-~
tos de citoplasma espinoso y varicoso.

Contraste de Fases. 400 X.

Figs. 14 y 15. Cultivos de arteria coronaria
de rata. Cultivos de 72 - 96 horas, emergencia y
proliferacién de fibroblastos e histiocitos formando
un denso halo de célulag estelares con tendencia a
aplanarse e ir formando parte del halo.

Contraste de Fases. 250 X.

Fig. 16, Conjunto puro de fibroblastos este-
lares de prolongaciones varicosas. No se advierte
actividad fibrogénica.

Contraste de Fases. 400 X.

Figs. 17 y 18. Afortunadas imégeﬁes de fi-
brogénesis en ﬁbroblasfos de dos semanas de culi-
vo. Arteria coronaria de rata. '

Contraste de Fases. 650 X.
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Lamina V

Células endoteliales tipicas

Figuras 19 a la 22. Conjunto de imagenes ob-
tenidas de un cultivo practicamente puro de células -
endoréliales derivadas de la siembra de fragmentos -
de arteria coronaria cuando la capa intima se puso -
en contacto directo con el cristal de la laminilla de
siembra y cultivo. Cultivo de dos semanas.

La Figura 19 ilustra un tipico halo de prolife-
racién de puras células endoteliales en su disposicidn
laminar "epiteloide”.

Contraste de Fases. 250 X,

Las Figuras 20, 21 y 22 ilustran con detalles
estructurales f)oco frecuenfes, 1a vmorfologfa caracte
ristica de las células endoteliaies y algunas de sus ~
peculiarés relaciones celulares relacionadas con  la
formacion de "ventanas" o "fenestras'’.

Contraste de Fases. 900 X,
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Léamina VI

Actividad Mitdsica *

Figuras 23 a la 29. Ejemplos de la gran acti-
vidad proliferativa mitésica en las células del halo a
partir del cuarto dia de cultivo hasta dos semanas.
Las imégenes ilustran anafases y telofases en donde
los crumosomas y el huso acromético se observan -
con extraordinarios detalles.
Cultivo de aorta y arteria coro{maria de rata.
-Contraste de Fases. Figs. 23 a 25, 500 X; Fig. 26,
1000 X; Fig. 27, 800 X; Fig. 28, 1000 X; Fig. 29,
650 X.
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Lamina VIL
Morfologia y relaciones intercelulares de las células
endoteliales.

Segmentos de la periferia del halo de prolife-
racion de células endoteliales puras derivadas de la
capa intima de arteria coronaria cultivadas in vitro-
durante 10 dias.

Figuras 30 ala 33. Células endoweliales tipi-
cas que después de agruparse en mosaicos de células
planas, laminares, forman ventanas, espacios entre
sus bordes de relaciéon celular en los cuales se ad-
vierte coleccién liquida que, al aumentar e infiltrarse
entre las c€lulas, las separa cada vez mis hasta for;
mar espacios muy amplios.

Este fenémeno puede ser regresivo y las célu
las vuelven a entrar en estrecho contacto de sus bor.-
des.

Todas las células muestﬁran, con finos deta-
lles, su éstructura "in vivo'"; lay_célula dé la Fig. 33
esta exiremadamente exte_ndida y exhibe su citoplas-
ma, ndcleo y nucléolo muy delgados.

Contraste de Fases. 900 X.
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Lamina VIII

Morfologia uliraestructural de células endoteliales

Cuatro extraordinarias iméigenes ricas en-

detalles ulwaestructurales en relacion a diferen-

. tes estados funcionales de las células endoieliales.

Las Figs. 34, 35y 30 son particularmente -
afortunadas en mostrar aparatos yuxtanucleares de
Golgi en diferentes grados de evolucién funcional. -
En la Fig. 34 predominan los organclos granulares
y vacuolares, mientras que en las células de las fi-
guras 35y 36 son principalmente filamentosos y va-
cuolares; en estas mismas células la membrana nu-
clear, el ndcleo y los nucléolos jparecen dibujadosj.

Las Figs. 36y 37 ilustran aspectos filamen-
tosos, filopddicos, de la membrana en expresiones-
morfoldgicas desmogdmicas. En la célula de la Fig.
37, se observan organelos mitocondriales filamento-
sos y abundantes filopodios .

Contraste de Féées. Figs. 34, 900 X; Figs. 35y 36y

37, 2000 X.
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Lamina IX
Pinocitosis

Figuras 38 a 42. Imagenes de conjunto y de-
talles de endocitosis en las células endoteliales del-
borde del halo de crecimiento. Lia mayor parte de las
células muestran en su citoplasma vacuolas pinociti-
cas en ndmero y tamafio vaviable.

Este tipo de pinocitosis {que la hemos califi-
cado de Pinocitosis endocitica metabdlica) es muy ac-
tiva en log 11.1{1'rgenes libres de las células. Las ima-
genes de esta Lamina se complementan con las de la
Lamina XIII.

Escasas 0 numerosas, pequefias o grandes, -
todas estas vacuolas nacen por engolfamienio de la -
membrana, se dirigen hacia la régién yﬁxtanuclear y
en la zona uliraestructural dél aparato de Golgi, de-
saparecen.

Cultivo de células endoteliales derivadas de la capa
intirna de arteria coronaria; 2 semanas de culdvo in
vitro. _

Contraste de Eéses. Figs. 38 y 39, 390 X; Figs. 40

y 41, 800 X; Fig. 42, 1600 X.
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Lamina X
Nomicoplasia fibrogénica

Principales cambios de células endoteliales -
relacionadas con su transformacion’ y actividad fi-
brogénica.

Células endoteliales procedentes de la capa -
indma de la arteria coronaria; dos semanas de culid
vo.

Figura 43. Imagen tipica de una célula endo-
telial afslada, laminar, delgada con notable actividad
de su membrana plasmadtica; nicleo grande, vesicu-
lar, pdlido, aparato de Golgi y endoplasma granuloso.
Ninguna eswructura podria relacionarse con fibrogé-
nesis.

Contraste de Fases. 900 X.

Figuras 44, 45y 46, Modificaciones membra-
no-citopldsmicas que terminan en la formacion de -
prolongaciones filamentosas persistentes, simples o
ramificadas, estelares que imprimen a la célula en~
dotelial aspecto de fibroblasto en actividad fibrogéni-
ca.

Contraste de Fases. 900 X. Fig. 46, 800 X

Figura 47. Dos células endoteliales en plena
actividad fibrogénica reticular intracelular (inofibri-
llas, protofibrillas de Mason, de Costero, respecu-
vamente).

- Contraste de Fases. 800 X.

. Figura 48. Campo del halo de proliferacién -
endotelial con profundos cambios hacia fibroblastos y
fibrogénesis activa.

Células y fibras en tipica disposicion reticular.
Contraste de Fases. 500 X.
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Lamina XI

Detalles ultraestructurales especiales de células endoteliales

Fig. 49. Célula endotelial de 1a capa intima de 1a arteria coro
naria. Célula binucleada con finos detalles ultraestructuralss de la =
membrana nuclear, morfologia nucleo-nucleolar; concentracion yuxta
nuclear de organelos mitocondriales filamentosos (Aparato de Golgi).
Estas imigenes son caracteristicas de células de gran actividad meta
bélica. N
Contraste de Fases. 1800 X.

Fig. 50, Célula endotelial con nicleo vesiculoso, pilido, trans
parente, membrana nuclear poco diferenciada, nucidolo miltiple y po-
limorfo. El aparato de Golgi estd constituido praciticamente sbélo por
organelos microvacuolares, que recuerdan a células secretoras.
Contraste de Fases. 950 X.

FFig. 51. Dos células endoteliales derivadas de la pared de un
vaso capilar del tejido miocardico. En un largo trayecto las dos célu-
las conservan su estrecha unidn intima (parece una linea simple); en
el segmento inferior se advierte separacion a la manera de fenestra-
cidn.

Contraste de Fases. 800 X.

Figs. 52 y 53. Conjuntos de células endoteliales derivadas de
la pared de finos vasos capilares del tejido miocardico que ain conser
van sus relaciones de uniones celulares, a pesar de haberse desinte-
grado el vaso capilar. Tipica morfologia estructura y disposicion de
las células endoteliales de procedencia capilar. Formaciones interce-
‘lulares a-manera de "fenestraciones”; filopodios filamentosos.
Contraste de I“ases 650 X,
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Lamina X1II

Células musculares lisas

TFiguras 54 ala 57.

Células musculares lisas derivadas de la pa-
red arterial, de la capa fibromuscular reticulo elag-
tica. Las células marcadas no son mugculares, todas
lag demaés, independientemente de su morfologia son
‘muscularcs lisas, Estas células, en su magnifico -
crecimiento y cultivo in vitro son "contaminantes" de
los cultivos de células endoteliales y confirman las -
magnificas condiciones biolégicas de los cultivos.
Contraste de Fases. Figs. 54, 55 y 56, 650 X; Fig.
57, 450 X.







Lamina NII1
Pinocitosis

Andlisis de la Pinocitosis endocitica median-
te una serie sccuencial en el mismo lugar de una -~
misma célula endowslial y enore cada microfologra-
ffa existen 6 minutos de diferencia; 1odo el proceso
iranscurrio on 48 minulos.

De la Figura 38 a 1a. 66 los principales cam-
bios se advierten en la membrana plasmética en re-
lacién con la capiura de las gotas Wquidas (que lucen

como vacuolas); puede obscrvarse, con lujo de deta-
" Hes, la relacion membrana liquido, su wansito ha-
“ia el nticleo y su destino matabolico final.

La zona gefialada con la leura G corvesponde
a una porcion del aparato de Golgi en la inmediata -
vecindad del ndcleo; 1as finas granulaciones anulares
forman parte del endoplasma perinuclear granular,
Con las lewras V y un ndmero se indica ¢l orden en -
el tiempo de formacion de dicha vacuola, desde su -
origen en la membrana hasta su arribo a la zona yux
tanuclear, y su relacidén con owas vacuolas., -

Este estudio demuestra, entre olras cosas,
que las vacuolas entran a la célula, pero no salen, -
es decir, no hay transporte rranscelular.

Célula cndotelial de arteria coronaria; 10 dias de -
cultivo in vitra.
Contraste de Fases. 3200 X.
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