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RESUMEN 

El significado morfológico y funcional de la célula emlotelial , 

como primer elemento celular de barréra dinámica entre la sangre y 

los demás tejidos, ha sido objeto de investigación desde los más tem­

pranos conocimientos histológicos del árbol vascular y, contrario a 

los múltiples intentos por esrudiarla, en planteamientos multidiscipli­

narios, poco se ha podido penetrar en su biología dinámica, debido en 

parte, a dificultades técnicas y a la aparente simplicidad de tan singu-

lar variedad celular. 

En este trabajo se pretende establecer el patrón morfodinámíco 

de las células endoteliales del árbol aorrocoronario, aprovechando las 

. particulares ventajas qu-e ofrece para la Biología Celular ·el culti.vo in 

vi.tro de células y tejidos al disociar los elementos tisulares de la . pa­

red vascular. 

Nuestros resultados, obtenidos mediante la observa.ción minu­

ciosa al microscopio fotónico bajo diversos sistemas ópticos y su aso­

ciación con la ·microcinematografia espaciada, fueron en tétminos. ge-. 

nerales espectaculares; por la belleza y realismo de las imágenes que 

expresan los diferent~s fenómenos celulares, entre los cuales .destacan 

la pinocitosis eridocitósica; la dinámica de la membrana celular; el tipo 



de uniones célula-célula que se establecen; y la transformación fibro­

blástica nomicoplásica que sufre la célula endotelial cultivada in vitro, 

base citomorfológica ele las fibrinas y esclerosis del miocardio. 

11 



Morfología dinámica de !ns células endoteli a les 

de los vasos aortocoronari os 

cultivados in vitro 

Intro:lucción 

De los tres elementos principales que constituyen el aparato - -

circulatorio: a) el corazóa, b) los vnsos y e) la sangre; el prirncro y el 

último son los que más han ritraído la ritención de 103 biólogos y los m~ 

dicos. El corazón por su característico movimiemo fué rapidarnente -

percibido por el hombre y su contracción se hri interpretado por siglos 

como sinónimo de vida, atín cuando bien se snbe que la vida del indivi­

duo no empieza con los lalidos cardiacos, ni cesa cua11do el cor;1zón - -

deja de latir. En cuanto a la sangre, su valor vital, 1w.1ca ha sido sub­

estimado; la· muerte por hemorragia o por otras alteraciones hemáticas, 

siempre ha sido bien comprendida y temida por el hombre. 

En cambio, los vasos, el árbol arteria venoso Hnfático, adver­

tidos desde los más tempranos conocimientos anatómJcos, han sido es­

. ti;nados con menor significado vital y siempre-relacionados a las con -

secuencias derivadas de la pérdida de sangre que sus ·traum.atisf110s o 
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------·--· ·~~ .. ·--------:::::::-~----../. ----·i·--
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patología ocasionan al romperse la pnred o por obstrucción de su luz -

impidiendo la circulación sanguínea. 

Sin embargo, a pesar ele 1n aparente simplicicbd estructural de 

los conductos vasculares, ancri:llcs y venosos, poco se ha penetrado-

en el conocimiento ele la morfología celular ele Ja pared vascular, tan-

to en el conjunto de sus componentes como en su forma individunl. JI is-

tologicarnente, se distinguen en ln pared vascular tres cnpns: n) ln ínti-

ma o endotelial, b) la mcclin o muscular y c) la mlvellli cia o fibroconcc-

tiva. Estas capas alcanzan su mayor clesarrollo y difercncinción en los 

vasos de gnrn y mediano cnlibre, mie11trc1s que en los vasos :)cqueños -

se van adelgazando y perdiendo su individunlidad, lrnsta que en los seg-

mcntos capilares, sólo quedan las células encloteliales fo1~m:rndo Ja pa-

red. 

Por otro lado, el pnpel conductor ele los vnsos en la circulnción 

sanguín•;a ha atraído la mayor parte ele la alcncif:>.1, rcstúndo::;ela a las 

células que constituyen cÍ revestimiento íntimo de los vasos, ya s.ángu~ 

neos o linfáticos, denominadas encloteliales, que aparentan, desde el· -

punto de vista morfológico, una gran simplicidad estructural' y que por 

su situación en los vasos se les asigna una papel ele barrera y c_onduc-

tor ele flujo hemático o linfático a lo largo de to:lo el árbol circulatorio 

vascular y de p¡:ired o membrana permeable en (lc¡uellos vas os que al­

canzari la intiÍnidad ·de los tejidos. 
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! ------·-------

Durante el desano1lo fi1ogénico y evolución de los vnsos des-. 

de puntos de vista de la Morfol.ogfa C om¡x1rada, los líquidos in tersti­

ciales, al principio, y la hemolinfa y sangre desµués, circulnn y se al-

macenan en grietas, cavel·nas tisulares y pasajes revestidos por delg~ 

das capas endoteliales. 

A medida que los V3S os se constituyen, tanto en lo anaLómico -

corno en lo funcional, la capa de células endoteliales se va consolidan-

do y en torno a ella se agregan y clis ponen las demás células de las ca -

pas que hemos mencionado, la media muscular y la adventicia fibroco-

nectiva. 

En forma similar, durante el desarrollo O!lto e histogénico, los 

vasos sanguíneos son, al principio sólo yemas o puntas de células encl~ 

telialcs; después se agregan a ellas los demús elementos y se conslitu-

yen. así los vasos tal como los conocemos. 

Durante la destrucción de los tejidos, en p.:inicular, la traumá­

tica, los tejidos de reparación com~remlen el llamado tejido de grnnu­

.lación, que no es. otra cosa, que la emergencia de yemas o brotes - -

vasculares, constituidos al prfncipio por células e11doteliales; después 

se forman las demás capas y los V8SOS se integran completamente. 

Adviértase que al describir la form<1cifo ~e los vasos durante -

su desarrollo embrionario,· así co1no durante las .heridas y cicatriza -

· ción, no existe dificultad pará had:!rlo aún cuando'desconoc.emos por -

. completo los factores y mecanismo que detcrmin.aq y regulan la angio­

génesis. 
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Finalmente, existe en la economia de los órganos, algu­

nos cuya función característica se i·ealiza únicamente mediante los va­

sos sanguíneos capilares que están constituídos sólo por revestimiento 

endotelial, tal es el caso ele los alvéolos pulmonares y de los gloméru-" 

los renales, entre otros. 

En esta-riípida y con seguridad incompleta lista de ejem­

plos en los cuales se destaca el significado y valor morfológico funcio­

nal de la capa cndotclial de los vasos, queremos sentar nuestra justifi­

cación de escoger a las células encloteliales de los vasos sanguíneos c~ 

mo elemento ele estudio morfodiniírnico, ya que pese a ser un tema que 

ha sido abordado desde diferentes enfoques, entre otros, estudios bio~ 

químicos, citoh~s rolóe;i cos, e inclusive de análisis ultr aes tructural 

electrón microscópico, poco se ha logrado en la integración e interpre­

tación de las diferentes capas en la propia circulación y en los fenóme­

no~ de difusión y permeabilidad, por lo que existe hasta el momento -

una lamentable disociación morfofuncional. 

Mediante modelos celulares experimentales "in vitro" -

nos proponemos estudiar y conocer cada vez mejor la morfología, e?­

tructura y función de los vasos sanguíneos más allá de su simple papel 

de conductores de la sangre en la circulación sanguínea y, sobre tcxlo, 

con las célúlas endoteliales aisladas y cultivadas "in vitro" lograr la 

caracterización· morfcxlínámica de tan singular estirpe celular. 

, . 
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Con sólo imaginarnos las condiciones anatomofunciona-

les de los vasos en el cerebro, en el miocardio, en d riiión y en el 

pulmón, tenernos que admiLir que son muy diferentes y que en c;:ida uno 

·de esos órganos los vasos sanguíneos, en particular los segrnemos fi-

nos_, las arteriolas, los capilares y l::ls vénulas, desarrollan sus fun-

cienes en circunstancias muy diferentes, tanto en condiciones normales, 

como durante procesos patológicos y es de esperar que las células end~ 

teliales también tengan una cierta particularidad funcional en cada órga-

no. 



- -··· . --·-------------··---t-·---- ------·-----

El cultivo in vitro de las células enclmelinles y la Cardioangiología 

Justificación del Tema 

El conocimiento sobre la Biología, la morfología y dinámica de 

l:is células encloteliales, no sólo enriquecerá el conocimiemo sobre -

B.iología Celular, sino que es particularmeme importante para la Car-

diología y la Angiologia ya que todo el apnrnto cnrdiovascular, inclu-

yendo el corazón estú tevcstido por células endmeliales y ellas partí-

cipan de una u otra manera en los procesos funcionales y los mecanis-

1nos ele regulación de la circulación, muy en csp,xial, de la p<.o:rmca-

bilidad y ele la selectividad del paso ele substnncias y líquidos del torre~ 

te circulatorio hacia los tejidos y ele estos haciri la· circulación. Desde 

el punto ele vista pntológico los. endotelios-, en particular los aorto ca-
. . . 

ron arios, partici.pnn desde el principio en procesos clisrneLabólicos tan 

importantes corno la aterogénesis, la trombosis y la esclerosis canse-

cutivas a regímenes tensionales elevados. 

Al lad·a ele los fenómenos de permeabilidad yac participación -

de las células endoteliales en los complejos mecanismos.de circula-

dón,. las célufas encjoteliales tienen una muy es.pecial p¡micipación en 

1 os fenómenos ele regeneración y cican·ización, particularmente eri el 

17 



miocardio; y la mayor parte de los importantes y graves fenómenos -

de hipersensibilidad e inmunidad que a.fectan a los vasos se inician en 

los endotelios, basta mencionar la Fiebre H.eumúLica, el Lupus erite­

matoso, la Periarreritis nodosa, entre otras graves enfermedade~que 

nutren la Consulta y atraen la atención del Tnstituto Nacional de Car­

diología. 

Desde el punto de vista biológico la célula endotelial por su es­

pecial localización en la pared vascular constituye un elemento de con­

tención y barrera mecánica sujeto a los cambios tensio:iales de la pre­

sión vasc.ular sanguineCI. Pocas células podríamos afirmar están en -

contacto con tantas substnncias como lo ¡x1cden estar las células cndo­

telíales y su papel denLro de la morfología y fisiología vasculares es -

muy singular. 

La razón por la que se escogieron las células endoteliales del 

territorio nonocoronnrio fué porque en esta área vascular es donde -

tienen lugar, con mayor frecuencia, procesos alterativo degenerativos 

dismetabólicos que cursan con depósitos ateromatoros (colesterol y 

otros lípidos) con las conocidas consecuencias de la ater.osclerosis 

aortocoronaria, así mismo, muy comprornctidas con la génesis del in­

farto del miocardio. 

Por lo antes mencionad·o, creemos que quedó suficientemente -

justific~do estudiar y. conocer cada ~ez más y mejor la Biología de las 

células endotelíales, muy en particular, .su ~1~fología dinámica. 
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Estamos concientcs de que las células endotcliales vasculares 

han sido y son objcrn de numero;; os estudios desde muy diveros pumos 

de vista. Nosotros hemos puesto especial atención al estudio morfo­

dinámico de l::is células endoteli::ilcs del revestimienro canliovnscular 

por nuestro último objetivo de emplear estas células como mcxlelos -

biológicos experimentales para investigar con ellos los mecanismos -

de citopatogenicidad de procesos morbosos cardiovasculares. 
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Hipótesis 

La conducta morfcxlinámica 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 si tu, mientras que pensarnos que las concli.ciones que nos ofre­

ce su cultivo in vitro facilitarán su observación directa y esperamos 

penetrar en la participación morfojinárnica ele estas células en su fi­

siología y patología vasculares más allá del simple papel de elementos 

limitan tes en la pared de la red vascular. 

Por otra parte, la fisiología y la fisiopatología de las células -

endoteliales las consideramos en estrecha relación con las caracterís­

ticas organoterritoriales. Según este pensamiento, esperamos descu­

brir e identificar particulares propiedades morfológicas y funcionales 

en las células-endoteliales vascuhlres del territorio aorto coronario -y 

de la ma.sa miocárdica. 

Objetivos 

Obtener y cultivar in vitro células endoteliales de la capa inti­

ma de faaorra y de los vasos arteriales coronarios del corazón para -

.. 
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csLIJdiar y conocer su morfología en asociación con su conducta díná­

Jl)íca y, con elfas, cons1n1ir mcdclos biológicos cxpcrirncmalcs que -

permitan in vivo e in vitro una 0 1Jservación cs1ruc1ural muy fina rcla­

c.:íonüda con actividades cel11larcs. 

21 



A n tececlen tes 

Nuestro interés por estudiar a las células cndoteliales cultiva­

das in vitro, derivó de la consideración de que contrario a su aparen­

te simpliciclacl estructural cuando se les o1,scrva "i:i ;;itu" en los cor­

tes histológicos, su panidpación f11ncirn1:1l, l.como elemenros de barre­

ra dinámica entre el to1-rc1He songuineo y l::is tejidos, clebia estar más 

relacio;1ada co11 la liiologfo ccl11J:.ff de estos elementos, la cual resulta 

ideal estuclinrla según el cultivo de células y tejidos. 

A contin11ación se ofrece un breve relato histórico bibliogrMico 

del cultivo in vitro de los vasos, clestacnndo los hechos rn:1s notables. 

A los intereso.dos en antecedentes históricos se recomienda la 1113gnífi-

ca monografía sobre Aterosclerosis ele Pollak 

1969. 

1 ), publicada en 

Desde los inicios del Cultivo de Tejidos, Carrel y Burrows --

( 2 ) , en 1910, realizaron el primer cultivo ele tejido vascular; en 

su informe se hizo una b1:eve referencia de las células endoteliales co­

mo "células de 11otable y reiterada forma laminar aplanada".· 

Para la siguiente década, Ricnhoff ( 3 );· en 1922, observó -

vasos capilares in vitro en un _cultivo ele mesonefros y metanefros pro-. 

, . 
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venientes de embrión de pollo de S a 10 días de edad. Años después -

Max1m·ow( ( 4 · ·), en 1925,describió·células endoteliales en-un-culti­

vo de piamadre. El siguiente trabnjo sobre vasos lo realizó Bloom -

5. ) .:,en 1929; donde hacía referencia al crecimienlO dominante de 

· fibroblastos en cultivos de explantes de aorta de embriones de cobayo. 

En estas comunicaciones. los autore·s . eles criben con insistencia la foE 

ma plana, como mosáico,de las células endoteliales y su agrupación -

laminar pavimentosa. 

En 1931, Shibuya ( 6 ) hizo un informe más completo y deta­

llado en el cual describía células endoteliales en cultivos de aorta de 

conejo adulto, que habían empezado a crecer entre las 24 a 48 horas, 

después de la siembra; dichas células se mantuvieron vivas en cultivo 

de 6 a 72 días y se hizo notable que a partir clel sexto día 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 año Lewis 

( 7 · ) vió capilares nuevos·-ciue contenían restos de sus eritrocitos en 

·cultivos de órganos de.embrión de pollo de 7 a B. días de ecÍad. 

Durante todo este tiempo, se hicieron importantes contribucio­

nes al mejoramiento de las técnicas empleadas en el Cultivo de Tejidos, 

sin embargo poco se logró en la obtención, aislamiento y caracteriza­

ción de las células endoteliales, problema que h_a s!do crucial, desde -

el inicio de este tipo de investigaciones hasta nuestros días. 
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Tr::inscurrieron poco m5s de 20 mio'; p::in1 .que el tema fllera -

retomado y se realizaran nuevos intentos en la obtención de cultivos 

de células endotcliales. Tal es el caso de los Lrabaj os ele Parshley et 

• al ( s ) en 1953 y de Lazzarini ( 9 ) en 1959, quienes describie­

ron crecimiento ele células endotcliilles en cultivo in vitTO y menciona­

ron un patrón de crecimiento del endotelio en mosaico. 

A pesar de que se realizaron muchos otros trabajos, un buen 

número de ellos no contribuyó al mejor conocí mic111.o de hi~; célulns -

endoteliales, debido a errores de interpretación que se hicieron con 

ellos; sin embargo, muchos otros si fueron t.rascemlcntes por los da­

tos que sacaron a la lu2 sobre 1n morfología y el compor1:rn1ienlo de­

las células enclotcliales in vitro. 

En términos generales, cnsí todos los invest:igaclores descri-

bían o hacían mención de la presencia de células endoteliales en 103 -

cultivos provenientes sobre rodo de ::10rtn; sin cm)xirgo, pocns c<x11ri­

buciones hubo con respe:cto a nuevas técnicas de obtención y cultivo de 

colonias puras. 

Por 'otro lado, muchos investigadores atraídos por la belleza y 

ventajas que ti_ene y propo:cdonaron las electrón micrografías, intcnt~ 

_ ron caracterizar a las células _endoteliales a través del microscopio -

electrónico de ti:ansmisión, FarqÚhar ( 10 ), 1961 y Wcibel y Palade 

( 11 ), 1964 .. 

. . 
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Sin embargo el interés y entusiasmo por obtener un mojelo -

biológico dinc'ílnico, hizo que las investigaciones no fueran abandona­

das y, por el contrario, se implementaron nuevas técnic:ns de siem­

bra que ayudaron a In obtención de cultivos puros, tnl fué el caso de 

Brandwood ( 12 ) , 1961-1963, quien preparó para sus estudios delga -

das-liin11nas ele la íntima de la nona de célul;:is endmeliales. 

Con esta técnica se 11.egó a obtener una población celular menos 

variada de lo que se obtenía de un cxplante con todos los elementos ele! 

vaso. Por su parte, en 1967 Ho:1ert¡;on ( 13 ), preparó el explante en­

tre dos cubreobjetos rle m,1;iera que, la cap;:i intima eslllviera en co:1-

tacto con un vidrio y la cnpa advcntich1 en contacto co.·1 el ocro vidrio, 

de esta forma se pretendía obtener células endotelialcs unicamente en 

uno de los cubreobjetos; los resultados presentados no fucro11 tlel toJo 

congruentes con los objetivos ele la técnica, pero significaron un paso 

más eh la obtención de células endoreliales puras. 

D::.·bido a las no pocas dificultades que tuvieron los investigado­

res con la caracterización ele las células encloteliales en un cultivo he·­

terógeneo, se intentó obtener a la célula encb telial aislada del resto· 

de las otrns células que c0:1sli.tuían el tejido de.procedencia, media1ite 

técnicas basadas en la disgregación enzimática'. utilizando. principal­

mente soluciones de colagenasa ( 14 ) Folkman 1979; De.1 Vecchio --

( 15 ) 1977; Jaffé ( · 16 ) 

rat 1963. 

.y soluciones de tripsina ( 1.7 ) · Porne-

25 



Entre otras muchas dificultades que plantea el cultivo "in vi­

tro" de las células enclotelialcs está el de su correcta iclentific::ición -

y seguro reconocimiento entre la población celular que imegra el halo 

de crecimiento. lfasta el mo;i1ento predomian ::iún consideraci0i1es ba­

sadas en 13 personal experiencia y en criterios ele grupo qt1e constitu­

yen "escuela". 

Recientemente se ha intentado identificar y caracterizar a las 

células encloteliales con técnicas más objetivas, como las basadas en 

inmunofluorescencia, con anticuerpos monoclonales; los re8Ultados son 

muy alentadores, pero aún incompletos. 

Como apéndice a esta breve relación histórica mencionaremos 

que en OC'partamento de Cultivo ele Tejidos del Instituto desde su crea­

ción en 1954, ha existido la coastan1c inquietud por sembrar, cultivar, 

identificar, reconocer y caracterizar morfodinamicamemc a las célu­

lns enclotclialcs. En este trabajo se virtió 1;ü1d10 de la c-xpl:!ricncia de 

nuesu·o DGpartamcnto y en él s.e aplican las mo~iificaciones a las téc­

nicas de .siembra y ele cultivo y se vier.ten nuestras ideas y considera­

ciones apoyadas e11 la observación in vivo de las células I11ecliante la 

aplicación de los sistemas ópticos fotónicos ele la Moderna Microsco­

pía". 
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Material y Método 

El material biológico empleado para la elaboración e ilustr.a-

ción de este trabajo procedió de los vasos del territorio arterial aor-

to coronario de rata, perro, gato y conejo. To::los los ejemplares pr~ 

cedían del Bioterio del Instituto Nacional de Cardiología Ignacio Chávez. 

A excepción de las ratas que pertenecían a la cepa \\listar, el resto de 

los animales no se precisó con detalle, raza especial; sólo se procuró 

contar COI} ejemplares de ambos sexos, jóvenes y adultos. 

Los animales fueron sacrificados por traumatismo cráneo en-

cefálico; el corazón y la aorta fueron retirados a cielo abieno por tora-

cotomia. Las piezas anatómicas fueron colocadas en solución salina --

(I)epes) estéril, 2SmM. En cada caso mediante tijeras, bisturí y pin­

zas finas se obwvo el tronco aonocoronario y de él se extrajeron frag-

mentas anulares, unos del nacimiento de los vasos. coronnrio.s de la - -

aorta .y otros, cie fas coronarias ya en s.u trayecto· miocardio par:ietal. 

· Los cultivos se practicaron, unos, según los procedimientos --

propios del Departamento de Cultivo de Teji:los del Ins~itl!to Nacional de 

·cardio!ogia Ignacio Chávez, otros, según adaptaciore s a las técnicas -

de siembra en laminíllas flotantes' en tubos de ensayo, el rnétodo de la 

·cámara· de Róse y la dispersión celular por digestión'enzímática .. Otros 

culti"'.os.se.realizaron ~egún Fresney y Wilmer ( 18 ) . 
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Los fragmentos de aorta y de la pared coronaria, se recibieron 

en Solución Salina Equilibrada (!-lepes), 25mM, esréril y después de -

lavados, fueron talbdo.> hasta dimensiones extremas de pequeíiez rne­

nores a 1 111111
3 ," que se emplearon corno frngmenros :n:nrices. Los ex-

plantes fueron sembrados seglÍn la técnica de coiíg•.1lo rJe phs:na ele -

gallo y extracto embrionario de pollo de 9 días sobre cubreobjetos. El 

coágulo, acle más de servir como adherente y substrato a las células - -

para su crecimiento, aporta 11utrie11Les y oLrJs substancias c¡ue promu::_ 

ven el crecimiento celular. Los explantes así sembrados se incubaron 

o 
en tubos de ensaye a 37 C en tambor rotatorio. Como medio biológico 

de cultivo se empleó 503 de liquido Je ascitis de pacientes cardiópatas, 

con 453 de solución salina equilibrada (]-lepes) 2Sm!\·1 y 53 ele extracto-

embrionario ele pollo, m:ís penicilina sn-eptomicina <11 l. 253 (Gibco). 

Con el propósito de obtener células endoteliales lo rniis numero 

sas y libres de otras variedades celulares, unos fragmentos fueron co-

locaelos por su cara endotelial directamente en contacto con la superfi-

cie del cubreobjetos, como se le ocurrió a Robertson ( 13 ), confían-

do en que tanto lá emigración celular como la proliferación ulteriores 

procedentes de la capa íntima endotclial se realizará desde el principio 

sol:ire la superficie de cristal, proporcionándonos así, una cierta pure-

za Y. homogeneidad e1i la población celular. Como testigos para comen-
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tarios futuros, también se sembraron fragmentos semej ar¡_tes a los ~ 

descritos, pero con l::J superficie adventicia en coatacro con la super-

ficie de cristal. 

Finalmente se sembraron delgados segmentos anulares de ar­

terias coronarias de calibre delgado; esperando 
0

que las celulas de la 
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capa intima al emtgrar y proliferar lo hicieran hacia el espacio lµmi- • 
'"\ 

nal del vaso, mientras que las demás células derivadas de las capas -

media y adventicia, sobre tcxlo, esta última, lo hicieran hacia la peri-

feria del fragmento. La Lámina I ilustra en los esquemas 1-7 las va-

riables que se siguieron en la siembra de los fragmentos matrices, así 

como los sitios de donde provienen los explantes mau·ices. 

Fragmentos de aorta y del principio de la red coronaria fueron 

sometidos a disgregación tisular por acción enzimática según el méto-

do de Folkman (19) utilizando soluciones de colagenasa (Sigma Chemi­

cal) al O .23 disuelta en Buffer salino de fosfatos, pH 7. 2 durante 20 -

minutos a temperatura ambiente. Las células sueltas así obtenidas fue­

ron sembradas en botellas de Carrel que se incubaron a 37°C en repo-

so con 3 ml. de medio nutritivo de Ascitis .. 

Los cultivos, en sus rubos de incubación, se observaron diaria-

mente al microscopio con luz tangencial. Se hicieron api;eciaciones._de 

cainbios de pH en el medio (utilizando rojo fenol Gomo indicador) y, del 

crecimiento de halos celulares neoformados en torno a los fragmentos.· 



Los cultivos se incubm:on en .tambores roratorios de una hasta· 

4 y 5 se'manas . 

Basándonos en la vitalidad, supervivencia y en las expresiones 
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fisiológicas celulares tales como pinoci tosí s, movimiento de membra- · "·· 

na y pinocitosis enn·e otras, los mejores cultivos se pasaron a Cáma-

ra de Rose y a Cámara Húmeda, 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 fijación en alcohol me­

n1ico, tiri.ciones según la técnica de Jacobson (Técnica panóptica a ba­

se de May-GrUnwald Giemsa). 

Del material vivo y del teñido con resultados más demostrati­

vos se hicieron re gis tras fotomicrográficos y fotomicrocinematográfi­

cos. Con las mejores imágenes se ilustra este trabajo. 

Los registros fotomicrocinematográficos seon de particular va­

lor y utilidad para estudio y análisis de la morfologfa dinámica d7 las 

células. Se hicieron películas con cadencia de _una imagen cada quince . 

~egundos y s_u proyecCión a 24 imágenes por segundo nos permite un 

factor de aceleración y análisis de 360X, es decir, la vida celular de 

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



-, ~ -

RESULTADOS 

Nuestros resultasos fueron numerosos variados y muchos de 

ellos novedosos, serán expuestos en varias comunicaciones que nos 

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-

ción y porliferación y, b) lo referente a la morfologfa dinámica obser­

vada en las células endoteliales propiamente dichas, objeto principal 

de esta comunicación. 

Antes de iniciar el relato descriptivo de los resultados conviene 

comentar que con lo observado en los cultivos no pudo establecerse di-

ferencia en relación al origen y procedencia de los explantes (rata, pe-

rro, gato.y conejo) por lo que nuestra descripción será global. 

a) observaciones en los fragmentos 

matrices 

. Los fragmentos matrices de acuerdo con su. tamaño, forma y . 

posición exhibieron diversos patrones de c;:ultivo in vitro'en el momento 

de su siembra. En unos casos, los fragmentos estaban formados por .to 
• 1 • ' -

tlos i:¡us.elementos constitutivos, de manera que en ellos estában pre-
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sentes la capa íntima, con sus células endotclialcs e histiociLOs subin­

timos, la capa media, con sus elementos fibromusculares lisos y la -

capa adventicia, con su abundante tejido fibroconcctivo, Lámina II nos 

ilustra estos evento3. 

La Lámina I en el esquema 3 es una concepción de la estructura 

histológica normal de la pared de la aorta y de una arteria coronaria, -

los esquemas 4-7 nos ilusn·an 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, otro grupo de explantes estaba conformado por fragme22 

tos de la aorta y de la coronaria a los cuales se les despojó de las ca.-· 

pas media y adventicia, por desprendimiento mecánico de la capa ínti­

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 subíntima. 

La lámina III ilusn·a a la notable emigración de elementos mi­

croamiboides (linfocitos'. monocitoo y algunos macrófagos) que se pre­

senta durante las primeras 24 a 48 horas de la siembra, en la mayoría 

de l·;;..; explantes. Después,. entre 72 a 96 horas se inició. la emergen­

ci[' r1e brotes, estos se transformaron en largas puntas de crecimiento 

que, sin perder continuidad con su sitio de origen se extendían y pene-. 

. traban en el halo de. crecimiento a distancias muy considerables. Las 

células que se identificaron en estos brores y yemas de crecimiento -

, . 
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con nucleolo prominente; estas· células·cpor-su--morfología, su ·manera 

de aparecer en el borde del explante y s'u ulterior conducta en la for- -

mación del halo ele crecimiento, fueron considerudas co;no células co­

nectivas procedentes ele las ya existcmes en el tejido del fragmento, -

es decir, células de los tejidos, l}isliocitos (según las ide:1s de Maxi­

rnow y del Mriestro Costero ( 20,21 ), entre otros investiL,.1dorcs). La 

aparición ele ellas en el borde tisubr se acom¡x1ñó de cambios en su -

morfología y desplazamientos <Jctivos entre l:ls fibr:is co:iectivas hasta 

alcanzar el borde. Las figur.as ele la Lámina IV ilustran es-

tas ideas y ejemplifican los result:1clos que cstnm0s clcscribienclo. 

A Jns 120 - 150 horas ele <Ultivo in vitro y después de los prim~ 

ros brotes celulares, la emigración celular fué nún mayor y se combi­

nó con notable proliferación lo que se trnclujo en amplio~3 y tupidos ha­

los celulares en los cu;:iles pudieron :1dverrirsc. otras variedades celu­

lares, corno células llltisculares Ibas, adem:'ís de las células cndorelia­

les y fibrcblastos. 

A los ocho dfas en casi tocios los explantes, se había desnrrolla 

do un enorme halo celular integrado principalment"e por células enclore­

liales y fibroblastos formando nidos de las primeras, rodeados a· mane­

ra trabecular por fascículos ele fibroblastos. La observación de 103. ni-· 

dos de células laminares mostró células muy iguales entre sí, planas, -

poliédricas, de ndcleo gi:ande, cláro y vesiculoso, de citoplasma cla'ro, 

· granular crn1 abundames organelos y que por su relación_ de unas con . -
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otras formaban mosaiCos ... E:s.~as células, sin problemas, fueron iden -

tificadas por los datos n1encioriados como' células endoteliales. Lá­

mina ·V 

Cuando la cara cndotelial, capa intima, de los fragmentos arte­

riales fueron colocados directamente sobre l::t superficie de cristal de 

la laminilla de siembra y cultivo, los sucesos celubrcs derivaron de -

las células C0'1Lcnidas en la capa imima (cnclotclialcs, l!istiocitos y fi­

broblasto.s) y fueron difcrcnt.cs a nqucllos otros observados cunndo la 

capa adventicia fué la que se puso en contacto directo con el cristal de 

la laminilla. 

En esta oportunitlad Lis primcn1s c.élul;is c1i'iergicndo de los bo~ 

'des del fragmento se ad\1 irtieron e.así nl final ele la primera semana y 

lo l1icicro:i no por brotes sc1x1rndos sino en forma bmin;.ir y en amplias 

zonas de los bordes. Estos mosaicos laminares mnnifcstaron gran ca­

pacidud de emigración y p1'olifc1::Kió;i muy Lmiforme, de rn;inera que su 

crecimiento fué exp::insivo, uniforme y en torno al fragmento original. 

E;l halo celular derivado ele la emigración y proliferación de células cn­

doteliales fué en monocapa; en las células fueron nbunclantes las figuras 

de división celular mitósica, p:irticularrnente después ele la primera -

semana; en torno a los diez dfos ele cultivo las divisioi1es celulares fue-

r~n muy fre.cucntes·, co.-110 lo ilustran las figuras.:<.~ - ;¿e¡ , de la Lá­

mina·\i¡. 

En estos halos es notable _la regularidad de las células en. su di~ 
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posición gencrnl y en su morfología pnrtic11br. De emre estas célu­

las tomamos a aquella que representará nuesrro mocle1o para descri­

birlo en su morfología y en sus rclncioncs din;ímicas. 

b) Observncio:1es ele células cndotclinles 

Lns íig1rras de las Uimina,:; VII ilustran los principales -

hechos morfodinámicos de las células endm~liales, motivo de esre es~ 

tuclio. De acuerdo con las desc:dpcioncs ya cl~ísicris, las cél11las rnma­

d;:is ele 1n mitad del halo de ernigr::ición y crecimiento, so:i muy serne­

jnntes entre sí, plan ns, dclgacl0s, la mi nares, poligon~1lcs co:i corres­

pondencia de sus Indos o bordes entre sí; en esta situación establecen 

y guardan rcl!icio,1es con las células vecinas mcLliantc ahun,Jantes, 

camhi.antes, prolongaciones celulares citopLísmicns, tipo puente. 

La célula endotclial tipo que ahora se describe es no~ablernen­

te rica en detalles estructurales, en panicular cuando es observmia al 

Sistema Opt:ico de Co;ltraste Je Fases, entonces la im::.gcn morfo1ó¿;ica 

coJtrasta co:1 la aparente simplicidad estructural de las mismas célu­

las endoteliales cuando se observan in situ en prcp::iraciones histológi­

cas como puede apreciarse en la Lámina vlil · en sus figuras 2> "i -·:i 1 · 

En las imágenes de las células encloteliales in si tu vistas cú - -

preparacio:1es histol6gic::is parece no advertirse. ~structura en el ~ito­

plasma; la memhrana celular plasn'lática luce rígida, confiI)nda al papel 
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de límite celular y de relación co:i otr;'Js semejuntcs formando la capa 

íntima endordial del vaso. En cambio, lns imiígenes de 1as células -

endoteliales, las rnism:is r¡11e rcviswn la luz de las :incrias o vasos 

arteriolares, pero cultivadas in vitro, se ven tan diferentes que no pa­

recería q~1e son las mismas. Su disposición y :1clhere11cia sobre la su­

perficie de cristal se traduce en un~1 extremada delgadez lan1i11nr del 

citoplasma, lo que se acompaiía de una grnn scpar,ación y dispersión 

de los organclos y en general de las panes de la célula; c11to11ccs· la 

imagen .35 de la Lámina v J r nos muest-ra una célula muy extendí -

clA, pbna, de c:\traordinaria dclt>;adcz en el citoplasma; el nliclco se -

advierte gr ancle, vcsfculoso, transp~ircme. 

En la morfología ele las "células c11clotclialcs tipo" es frecuente 

observar ~1clividad enclncitósica en forma ele pinocitosis. El c:11nhio ele 

medio nutritivo suele ir seguido de u;1 notable incremento de la pinoci­

to::;i.s, en estos e usos, medL1n re activos muvirnicntu:3 en vol ven les y en -

golfantes de la membrana plasmática se cn¡_nuran del exterior peque­

ñns gotas del medio liquido nutritivo que, en forma de vacuolas, se les 

· ve desplazarse hacia el centro metabólico celular; muy frecuentemente 

hacia la vecindad del mícleo. Sin embargo; IlAma la atención que la pl_ 

noeitosis no es ni muy frecuenl"C ni muy intensa y los vol~menes líqui­

cJ.os que se mueven por pinocitosis so:i pequeños; en las mejores condi­

dmes'y en forma comparativa la vinbcitósis en células ep~tcliales es 
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mucho más activa y de grandes volúmenes de:: manejo. 

En nuestra experiencia no hemos visto fenómenos de tJ:anspor­

te líquido, mediante v::icuol::is, del inrerior ele la célula hacia 1:1 perif~ 

ria. También conviene ::inorar que l::i pinocitosis miis ::ictiva se advier­

te en las célubs situadas en l::i periferia del halo, cuando tienen una -

parte de su cuerpo libre, sin rcl::ición cm otras célul::is. En algunos -

casos, pudimos observar actividad pinocítica en células encloteliales. 

Lámina r X. figura$·: 3 R· '12 

En las células endoteliales después de una semana de cultivo -

empieza a ser notable y visible en m11chas ele ellas el aparato de Golgi 

en términos ele una gran agrup,1ción grá11ulo, viicuolo, canalicular yux­

tanuclear. El tamafio y extensión de este aparato, así corno 1n densi­

dad de sus elementos es variable y cambiante ele una célula a otra y -

aún dentro de una misma célula clependienclo de su actividad o momen­

to fu11cio.1al. C-:0.1 frecuencia las vacuo13s pino.:.:íti.cas tlcspués de su via­

je por citoplasma. clescle su lugar de origen en la membrana plasmática, 

. llegan hasta la vecindad, penetran en el aparato de Golgi y ahí "desa­

parecen" sin. llegar a estancarse o desarrollar lagunas del líquido nu­

tritivo. Alguna;:; vacuolas pfoocíticns poco después de su formació:1 se 

reúnen y funden por coalcscenc~a co:i. otras semejantes y, en su viaje -

. hacia la zona yuxranuclear, se les adhieren algunas granulaciones finas, 

densas,· obscurás a la fase y así, acompafiadas por estas g_ranulaciones · 
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llegan hasta el aparato Lle Golgi y uhí "desaparecen" las vacuolas y­

los gnínulos se incorporan a Jos dcmús clomcntos g!'"a11ut:i1·cs t.ld apa­

raLO de Golgi. 

En estas células cndoteli al es, consiclcra·l1s como el prototipo­

cle clhs en los culcivos i:1 vitro, "'' 110Lablc 11 nbundancia y variedad -

de organelos. Los registros microcinemato¿;:t_·;lficos de estas células -

muestran gran acrividad móvil ele su¡; organdos con t4csplaz:1micntos -

ele la periferia yuxta 111e111bn111a hacia el ccmro y'Jxtanuclc:n- :le Ja cé­

lula, en ocasiones acompañando apnrenrcmcnte a las vesículas pinocí­

tic:1s y en otras simplemente rlcspb%:5ndo.c:c clloc: ,;r)]üs. 

En csrn:> células (millares ele ellas ohscrv;1d;m) no fué po,,i:1le 

ver figuras morfcxliniimicas de fagocitosis. Este fenl:J,ne,10 es :116.s no­

tahlc en ntcnción a la abundancia ck frn~rncntos y uctritu:;; cdulares -

presentes en el cullivo. En ocasio11:;s durante la emigración y .prolife­

ración ,_·dul:ncs que integran el lw1o dc3 c:i·ccimicnto, las ccSlttlas endo­

Lelialcs se dcs¡)lazan y "tropiezan" con restos celulares, sin fogocitar­

lo.s, unas veces se detiene el desplazamiento :rnte el obstáculo que re­

presenta el fragmento celular, ca otros casos, la célula cndotelial pa­

sa por encima de los detritus. 

La mayoría de las células encloreli a les, cop10 las que es tamos -

describiendo, llegado cierto mo:i1cmo entro (24 y 36 horas de estable­

cido el cultivo) entran en actividad ele división mitosica y las nuevºas ·-
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células se acomodan en el halo y contribuyen a su crecimiento y ex­

pairnión. 

En cambio, muchas de las célulrrs endoteliales situadas en la -

periferia, borde, del halo de crecimiento suelen separarse del conjun­

to, se sueltan, y emigran más allá del borde del halo, quedan aisladas 

y muestran una serie de .inodificaciones morfodiniímicas que gradual­

mente les van semejando a fibroblastos; es decir, se transforman en 

elementos estelares con varias prolongaciones citoplásmicas que sue­

len continuarse con 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 

situadas en el eje mayor de la célula, aparecen delgados filamentos­

que se identifican de reticulina y de precolágena. De manera que, en 

·conjunto, podemos referirnos a que algunas células endoteliales. de la 

periferia del hafo celular experimentan transformación fibroblástica -

seguida de actividad fibrogénica. El fenómeno inverso, transforma­

ción de un fibroblas to hacia célula endotelial > -rio 1o hemos observado.· 

Lámina X figuras 43-:48. 

La mayoría de las células endoteliales tienen un núcleo grande, 

vesiculoso, transparente, practicamente hialino, rodeado o limitado 

por una membrana nuclear muy notable al contraste de fases, sin em­

bargo, de vez en. cu~ndo .. pueden obse:r;varse células endoteliales seme­

jantes a las descritas, pero con dos núcleos situados en el centro ce-
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lular, dispuestos uno al lado o enfrente del orro, en ocasiones 

contactando por sus membranas. 

El nucléolo en estas células suele ser grande, prominente, ra­

ras veces único, lo común es observar dos o más nucléolos de 

tamafios diversos y polimorfos. 

Una célula endotelial guarda relaciones con otra o más células 

endoteliales vecinas de diversas maneras; en unos casos, cuando son 

sólo dos células y el contacto es ocasional, frente a freme, el contac­

to se establece por delgadas prlongaciones citoplásmicas, pseudoes­

telares, arborescentes, este contacto no suele ser ni muy firme ni 

muy permanente, las células con facilidad retraen y modifican las pro­

longaciones citoplásmicas pa1·a 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 casr adosarse; entonces cada célu­

la emite numerosas y cortas prolongaciones citopl:í:>micas que entran 

en contacto con su semejante de la otra célula o pueden ponerse en con­

tacto directamente con la membrana plasmática de cada célula; de esta 

manera se establecen conos y firmes puentes membranocitoplásmicos 

que aún cuando están en continuo movimiento unen en forma más firme 

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

lacunart:Js. Estas uniones ppr firmes. que parezcan y que en realidad -
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lo son constirnyen simples contactos ele membrana a mcmbrann _plas-

mática, las prolo:1g~iciones celulares de un lado y clel orro no penetran 

o.atraviesan la membrana ni alcanzan la intimidad del citoplasma, es 

decir, no cstaJJlecen rclaciore s sinciciales, cada célula, por estrecho 

y firme que sen su contauo con la mra, sigue conservando su integd- · 

dad y unidad celular .. :; 

Los movimientos co:ijuntos de todo::; 103 ( 1cmento:,: integrantes 

del halo, cmre ellos, las células endotclialcs, o 103 movimientos aire-

lados de pequeños grupos ele cél11lns ocnsionan e.stns unio:10s celulares 

que proporcionan a to:la la liímina celular gran el::isticidacl, resisten-

cía de unión y facilidad de soltarse de las células del conjumo. Este -

tipo de unión de las células endotcli::iles nos interesa mucho para esta-

bbcer una com¡:nwación con la unión celular que se establece entre - -

ellas in situ, en la pared del vaso y el papel que juegan durante los fe-

nómenos 9e ¡Jcrrncabilidacl o de filtración ele líq'Jido3 pm· las '.lniones -

celulares. 

Las uniones celulares de las células endoteliales como las he-

mos descrito· son muy semejantes y recuerdan a las que se establecen 

entre las célulás epiteHales y que.a su vez son muy semejantes .a las 

uniones de tipo epiteliofibrillas de la capa espinosa del esu·ato germi-

nal de los epitelios. 

·La obs.ervadón y estudio ·cornparativos de los halos de c1:eci-
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rnienlo .cdular Lle cullivos de una y de dos semanas pone de manifies­

to la dominancia de las células enctoLeli¡¡les sobre cualquier otra va­

riedad celular, por ejemplo, sobre los fibroblastos, células muscula­

res lisas, m;1cr6fago.s y cualquier otra variedad celular; sin u1rn con-

. tabilidad celular estricta, po~lemos estimar en tres cunnas p::irtes las 

células endotelinles y el res tan te 253 de células compuesto por las - -

demás variedades. Esta aparente proporción cnmbia rápidamente de~ 

· pués de la tercera y cuarta semanas ele cultivo, en estos c::ism la do­

i11inancia celular se invierte, cada vez van siendo miis numerosos lo::; 

íibroblastos; los m::icr6fogos y lns células musculares lisas y, sobre -

todo, las células endotelialcs vnn disminuyendo progresivamente. 

Generalmente la dominancia de fibroblastos se deriva ele una -

notable actividad proliferativn ele estas célulns; con frecuencia ele los 

bordes del fragmento matriz emergen puntas ele salida de fibroblastos 

que en capas superpuestas sobre la rnono::'.apa del halo principal inva­

den y crecen hasta alcanzar mayores dimensiones que el crecimiento­

de las células endoteliales. Sin embargo, n111chos otros fibroblas tos, 

en plena actividad fibrogé1iica derivan de fenómenos de diferenciación 

sobre. las células endoteliales de la periferia clel halo. 

La Lámina X 11 '. ilustra en sus Fi.gutas Sl/-~i imágenes ele 

células muspllares lisas, como se advierte aún cuando algunas de - -

ellas se aplanan y adhieren al portaobjetos de· crecimiento, la mayoría 
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de ellas conserva la forma fusiforme, alargadas con núcleo vesicular, 

grande, claro y nucléolo prominente. La·obscrvación prolongada de 

las células musculares lisas, en particular en registros microcinema­

tográficos, lenta y reptante, permite observar la contracción 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

queños grupitos de células; de cualquier manera, el número total de 

las células musculares lisas es muy reducido en el rüejor 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. 

Finalmente, los compuestos elásticos, fibras o láminas de la 

pared de la aorta y de las arterias coronarias no participan de la acti­

vidad celular aún cuando permanecen en el fragmento matriz durante­

todo el tiempo de incub.ación y cultivo y pueden ser identificados en las 

observaciones "in vivo" y en las preparaciones fijadas y teñidas. 
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Discusión 

Las célulns endoteliales de los vasos aorto coron:.:irio;: cultiva­

das in vitro resultaron ser, corno Ge habfa previsto en la hipótesis de 

este trt1bajo, un mngnífico mctterial biológico para estudiar su morfo-

logia y diniimicn, es decir, sLl biología celular en relación a su parti­

cipación en los nK:canismos de regul:ición en la circulación sanguínea 

y, muy en especial, en la permeabilidad a nivd Lle 1n t·cd cnpilm:. 

Aislar y caracterizar morfodinámicameme lns células cndo~e­

liales de la ¡xired de los vasos norto coro11arios no fué fácil; las num~ 

rosas dificultades técnicas con l::is que tropezarnos nos recuerdan a las 

que tuvieron otros investigadores al tn1tar de aislarlas y obtener con 

ellas culüvos puros, casi colonins, con los mismos propósitos ele ca­

racterizarlas. Por ejemplo ~obertson C 13 ) recurrió a sembror - -

fragmentos vasculares de aorta apoyando la capa ínLima sobre la su­

perficie de cristal del cúbreobjetos de siembra. Nosotros también 

recurrimos a un procedimiento semejante con resultados comparables 

a los de Robertson. Por otro lado, otros invesligadorcs, en ti:e ellos 

Pomerat ( 1,7), Folkman ( 14L del Vecchio ( 15) y Jaffé ( 16), recurri~­

ron a la digestión enzimática de fragmentos 'de pared arte~-ial con trip­

sina y colagenasa buscando la liberación y ,separación de las células -

'' 
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endoteliales de las demás célqlas que constituyer} la pared vnscular. 

Los resultados obtenidos por estos investignclores pueden resumirse 

ele la siguiente manera: Porncrat ( 17 ), empleando la tripsina, obser-

vó después de 5 a 6 dfos en los cultivos primarios abundantes células 

rnesenquimatosas o poliédricas laminares que después de un primer -

t:i::ansplantc tienden a formar colonias "epitelioicles"; muchas de ellas 

con el tiempo adoptan morfología estelar semejante a la de los fibro­

blastos. Folkman (1'1y), del Vecchio ( 15) y jaffé ( 16), por ~eparaclo, 
19 

emplearo!1 perfusiones in sin1 de soluciones de colrrgennsa en redes c~ 

pilares (Folkrnan), en segmentos venosos (J~1Hé) y en la red vascular 

de la glándula adrcnal (del Vccchio). 

Aún en estos casos y en manos de tan experimentados investí-

gadores la separación de lns células encloteliales fué muy díficil y en 

trxlo caso fué necesaria una correcta identificación, ya que con la ac-

ción enzimática se libernn, no sólo, las células e11c101clinles, sino 

·otras muchas (fibroblastos, hisliocito3, células. musculares lisas), -

.procedentes de fas restantes capas de integración histológica de las -­

arterias y venas. Así, los autores mei1cionados y una amplia pleyacle 

de seguidores, entre ellos, Zett:er (22 ), Gospodarowicz y col. (23), 

,Yo'1ng y col. (24 ), recurrieron a la identificación mecl~~111te mecariis­

J!IOS ele inmunología celular y fluorescencia a la energía ultraviol~ta. 

l~l procedimiento, bello en imágenes, no tiene la .especific~dad busca-

.da. Otro grupo de investigadores, entre ellos Weib~l.Y :pal.acle (H ), 
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Farquhart (10 ), recurrieron a la electronrnicroscopfa y creen, los~ 

dos primeros, haber encontrmlo unas esrructuras electronmicroscóp.!_ 

casque, actualmente se les denomina "cuerpos de Weibel y Pnlade" y 

parecen ser específicos de las células endoteliales, Estas estructuras ·, , 

son cuerpos bacilares de 3.2 micras de lJrgo, rojeados ele una gruesa 
o 

membrana de 60 a 80 A, del tipo de unidad de membrana; su cuer¡x:-

cillo está formado por pequeños y delgados lllbulos cilíndricos de 150-

o ' 
a 2QO A. Su sccció;1 trnnsversal muestra In prcsenci a de! 6 a 26 tu bu-

l::is. Estos cuerpos. de Wc:ibel y Palade, según los propios autores po-

dría01 ser observados en microscopia fotónico. si son teñidos con azul 

de bromofenol de mercurio, q'1e las tiñe de azul, así como con Sudán 

Negro disuelto en alcohol. Estos cuerpccillos se pueden co:1fundir cm 

facilidad con mitocondrias a la observació11 co11 microscopios de luz. 

Nuestros métodos y téc11i cas no induyeron la Elcctronmicros-

copía, por dlo no discutimos los hallazgos de Wcibcl y Palade desde-

este punto de vista; en cambio, nuestra amplia experiencia en micros-

copía fotónica, en particular con el Sistema Optico de Contraste de Fa-

ses en células vivas, ·nos permite comentar que hasta el momento no 

hemos visto en nucstro.msterial ninguna e~tructura de las dimensio:ies 
< < • 

y características de los "cuerpos· ele Weibel y Palade". Sin embargo -

Zetter ( 22 ) comenta que los "c,;uerpos de Weibel y Palade" están pre­

sentes en las .células endoteÚales <hunianas, mientras que no lo e'stárí ._ 



en las de .bovino; esta diferenciación en las especies poJria explicar­

que en nuestro material no hayamos podido inclentificarbs. 

También intentamos la separación mecánica de la capa íntima 

ele las restantes capas de la pared arterial. Este método requiere de 

gran habilidad récnica ya que se acompaña de mucho traunwtismo ce­

lular; proporcionó células endotclialcs en reducido número y en for­

ma irregular, lo que limita su confiabilidé!d, pero nos proporcionó va­

liosa información para la identificación y el conocimiento de sus prin­

cipales cualidades morfológicas. 

Finalmente, nuestras observaciones y resultados comprenden 

la siembra y cultivo de pequeños fragmentos de aorta y coronarias ad­

heridos, por su capa íntima mediante coiígulo de fibrina a la superficie 

del cubreobjetos de cultivo. 

Obtener células endoteliales de fa pared vascular, e1i particular 

de sr:grnentos aonocoronarios, ::;cmhrarlns, cultivarlas y dcsp~iés es­

tudiarlas desde el punt<? d.e vista de la morfologín dinámica, resulta, -

aún muy dificil en cuanto a procedimientos técnicos' lo cual repercute 

en una continua inseguridad de obtener precisamente las células endo­

teliales en tales. condiciones biológicas que permitan su ulterior siem­

bra y cultivo. Opinamos que la sicmb¡a de pequeños fragmentos de la 

pared arterial sigue siendo el procedimiento recomendable para obte­

ner las célula·s eridoteliales, aceptando que vendrán mezcladas con 
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oLras variedades celulares y que.su reconocimiento.e identificación -

requieren hasta el momento de una amplia experiencia personal en -­

morfología celular in vitro que permita iclent.ificnr las célul::is con co­

rrección en los halos de emigración y proliferación en los cultivos. 

Por el mo mento no parece existir un recurso técnico fácil, rápido, -

sencillo y seguro para obtener las célul;:is endoteliales en cantidades -

'suficientes para construir con ellas modelos celulares experimentales. 

Quizá, la combinación ele recursos nos conduzca a una mejor solución 

al acLual problema. Por ejemplo, siguiendo los intentos de Pornerat 

( 17 ), entre otros, se podrían, mediante resiembras sucesivas, se­

leccimar y resembrar células enclotcliales. Este proceclimie"nto im­

plica, de todas las maneras, la siembra primaria, la experiencia de 

reco:iocerlas en el halo ele crecimiento y las difíciles maniobras de re­

cogerlas, transportarlas y resembrarlas en otros recipientes para cul­

tiw1rl.as hasta t.lcsarrollar colonias de células cnrlotelialcs. 

En nuesrro caso, cuyos objetivos principales eran observacio­

nes y estudios morfodinámicos, no precisamos ele grandes crn1tidades -

de células, pero si tener la seguridad de su procedencia y naturaleza; 

¡es decir, células endoteliales del revestimiento intimo de vasos arte­

riales ~ortocoronarios. Este requcrimiemo creemos fl!é satis.fecho -

con las siembras que realizamos: siembras de fragmentos de pared -

arterial cm adherencia de la capá intima al cristal del cub;reobjetos de 

48 



siembra, así como cultivo de la siembra de la suspensión celular ob-

tenida por acció;1 cnzimiitica (tripsina y colagcnasa) de fragmentos de 

arterias cid árbol aortocoronario. 

A Jaffé y Col. ( 16) y Branwooj ( 12) también les llamó la aten-

ción la forma y el peculiar arreglo que tomnn las células endoteliales 

de manera tal que recuerdan el crecimiento in vitro de los epitelios en 

el halo de crecimiento; estos autores emplearon el término de "epite-

Jio pavimentoso" para describir el crecimiento en mo:1ocapa, sin so-

brclapación celular, de las células endoteliales Jrnmun¡¡s derivadas del 

cultivo in vitro de las venas umbilicales. Descripciones y comentarios 

afines a la forma y crecimiento de las células enelotclialcs cultivadas in 

vitro, se encuentran en las comunicaciones de Kempski y Col. (25 ) y 

en la excelente monografía de Pollack ( ~ ) sobre cul1ivo ele tejidos y -

.aterosclerosis. 

Los cri tcrios que empleamos para calificnr de célula endotelial 

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

1. célula que se adhiere y se extiende en sus máximas dimen­

siones sobre la superficie ele cristal de .siembra y cultivo o sobre ·la-. . . . ' 

superficie del coágulo del plasma que se empleó para sujetar al im-

plante. 

2. Cé.lula de forma po~iédrica irregular, de bordes bien pefini- · 

dos que se armonizan y adaptan a los bordes de las células enc!otelia- . . . . 
les· vecinas y for.irian así ex'1:ensos·y iaminares mosaicos. 
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3. Las células endmeli::iles ya aisladas o reunidas, formando 

láminas, muestran su membrana plnsmática con prolongaciones digi-

tiformes o filamentosas en cmtinuo movimiento y cambio rnorfológi-

co, lo que determina un continuo movimiento ondulante o en fleco, ge-

neralmcnte asociado con las primeras figuras morfodinñmicas de ·la 

pinoci tos is. 

4. Comparadas las células endoteliales con cualquier otra va-

riedad celular de la economía corporal, son ellas las que mñs se ex-

tienden y alcanzan las mayores dimensiones conservando una armonía 

en sus proporciones y clirnensio:ies, por lo que el mosaico que consti-

tuyen suele ser muy regular. 

S. Estas células crecen y proliferan generalmente en mo;1oca-

pa, es excepcio:ial ver que se agrupen en do::; o m:'ís niveles y de haccE_ 

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

tríz y por corta disrancia hacia el halo lle proliforació;i. Sin embargo· 

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

. las células ei1dotcliales in vitro; su opinión y experiencia se basa en -
' ·-· . 

sus estudios sobre aortas de bovino éulrivadas in vitro. 

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

d.inaria delgadez que llegan a tener estas células hace q~e todos sus 

.compoi1entes celulares ')' los organelos resalten y se observen con ex­

traordinaria riítide;,:, en particular bajo las observacio!1e·s fil contraste 

.. ·. 
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de foses. 

A qué se debe In particular forma en mosaico y disposición la­

minar ele las células emlo1cliales ha sido Lema de investigación y clise~ 

sión prácticamente de todoc; los interesados en est~1s células. lfasrn el 

momento no coi1U1mos con una explicación satisfactoria, p~ira algunos 

autores se trata de esteremropismo, p.1ra noson:o.3, poJrfo tratarse -

de 11na cleriv::id3 morfoló¿ica de una ancestral función de permeabilidad 

y recubrirnienlü de la pared vaiocular; cunviene r.t:conla.r nc¡uí que en­

los invertebrados, las grietas y cnvcrnas parenquimntosRs se recubren 

tempranamente ele células endotcli~iles. 

7. El citophlsma es abt11Hlante, muy claro y extendido, en el se 

observan numerosos organelos, del tipo mi tocondrias filamcntos3s o -

bacilares, sirn¡:•lcs o clicotomi zaclas. Las dimensiones c¡ue pueden 1e­

ner estos organelos son el lími.tc ele observación clara y nítida para -

nucsn:os sistcrnc1s ópticos microscópicos fotónicos. M;ís al1á de estas 

dimensiones, sólo el microscopio eleurónico es capa;.: tle pe11etrar en 

las imágenes de al.ta 1;esolución. 

8. En los c.élulaE'. enclotclialcs es muy 11otable el cmjunto estru~· 

rural que constituye el Aparato ele Golgi en diferentes grados de desa~ 

rrollo; en unas células puede ser muy discreto, constituido sólo por -

granules y finos grumos reunidos ~n la zona yuxtanuc.lear, rnienu·¡:¡s .en 

otras células alcanza su máximo desarrollo y dimensiones ~nt6nces en 

01 cual se pueden distingu~r e identificrir estructuras granulosas, tubu-. 

, . 
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lares, vacuolares, grumosas en gran complejidad morfodinámica, es-

ta complejidad y desarrollo esn·uctural traduce marc;;ida actividad 

metabólica de las células endoteliales gc·neralmcntc relacionada con 

actividades secretoras y ele sfnteis de productos celulares. Hasta el 

momento ignoramos las consecuencias de esta actividad metabólica y 

desconocemos el producto secretado, · asi como su relación con las 

funciones de las células endoteliales con la circulación sanguínea y su 

participación en los mecanismos ele permeabilidad. 

9. El aparato de Golgi puede estar rodeado por citoplasma cla-

ro, pero en muchas ocasiones suele estar rodeado por abundantisimas 

y finas gotitas muy uniformes entre si, brillantes al contraste ele fases 

y al campo de luz polarizada, ignoramos su naturaleza y composición 

bioquimica asi como su relación con el aparato de Golgi. 

10. El citoplasma laminar y extradelgado de las células endote­

liales que estamos describiendo suele en no pocas ocasiones mostrar -

reforzamientos a manera de tono fibrillas variables en número y orien-. 

ración, generalmente relacionadas con el sentido y magnitud de las 

fuerzas que actúan sobre la célula. En trabajos de Wechezak (27) re­

fuerzan estas consideraciones. Quien observó cambios en la reorgani-
' ' ' 

zación del citoesqueleto cuando las células endoteliales fueron sometí-. . 
das a cambios de corrientes que actuaban sobre su superficie. . 

11. El. núcleo es grande, vesiculoso, claro, generalmente úni-
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co, rara vez doble, observaciones que coinciden con las Kemµski y -

( 25) y· Bowman y col. (-28 ) · quienes trabajaron -cm células enclotelia­

les del árbol cerebrovascular y con vasos del oido interno respectiva­

mente, donde se refieren al núcleo celular como redondo o elfptico y 

ligeramente hipocrornático, con la presencia de u11o o más nucl¿olos 

prominentes. 

12. La membrana nuclear es muy nftida y .dibuja un contorno ovoi-

de muy regular del núcleo; de grosor muy uniforme en algunas células 

pueden observarse invaginaciones digitiformes de In membrana nu-

clear que le imprimen al núcleo una morfología irregular, psedolobu­

lada. En estos núcleos, pueden observarse con gran precisión todos -

los cambios que les afectan durante la división celular mitósica mejor 

que en ninguna otra variedad celular. El nucleolo suele ser muy gran­

de, prominente y por excepción único, generalmente es numeroso (2 a 

6) igualmente densos y prominentes. Son células que una vez estableci­

das tienen gran actividad de multiplicación. En cultivos mixtos, es de­

cir, no seleccionados, coexisten células·endoteliales y otras células -- · 

en particular, fibroblastos, son estas las dos variedades que en cultivo 

akanzan el mayor número de divisiones mitósicas por campo y por tie~ 

po. ParaBranwood (12 ) la frecuencia con la cual coexisten células en­

doteliales y fibrobl;stos en estos cultivos seria una caracterfstica de -

relación y citodifE!renciación intercelular. 
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13. Aspectos dinámicos miís destacados en las células endote-

liales. 

Observaciones directas prolongadas ele célul as cncloteliales vl_ 

vas bajo el sistema ele contraste de fases o mediante el análisis ele los 

registros rnicrocinematográficos permi. ten observaciones morfo:liná-

micas de las principales funciones y actividades celulares; ele entre -

ellas, por su riqueza de detalles y su trasccdental significado biológi-

co mencionamos la división celular, la translació11, la pinocitosis y - -

los cambios morfológicos que experimenta la célula en relación a su -

momento biológico. En opinión ele Payling (29) las divisiones mitósi-

cas tan abundantes en las células enclotcliales no estan en relación con 

la edad del organismo, el número ele ellas varia ele un animal a otro 

y en la aorta las i :tosis son más frecuentes en el arco aórtico y en -

sitios ele constrir:ción vascular. 

14. Incorporación de liquidas del exterior hacia el interior ele 

la cé_lula. La incorporación ele líquidos involucra en primér término a 

la membrana celular que, en el caso ele las células endoteliales, exhi-

be activos movimientos ya ondulantes, ya digitiformes y hasta filopódi­

cos que tienen como resultante final la captura por englobamiento de· --

pequeñas cantidades del liquido. La porción de la membrana involucra-

da en la captura del liquido se separa totalmente del resto.de la mem­

brana celular y rodeando a la gotá liquida, forma una unidad morfodi-

námica que se dirige hacia el centro de la célula. Por el momento y -. . ~ .. 
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después de numerosísimas observaciones no contamos con un argume!!_ 

to satisfactorio para explicar cómo es que el complejo memJ,r3na gota 

liquida se dirije hacia el e-entro celular. La auscncin de es trucwras -

relacionables con el movimiento de las vacuolas hacia el centro celu­

lar comprende observaciones electrón microscópicas. En algunas cél!:'._ 

las encloteliales la ingestión de lfquiclo.:; y su transporte hacia el centro 

celular, hncia el aparato de Golgi, es muy abundante y activa. Tracli-

cionalmcnre, desde Lewis y Lewis ( 7 ) esta incorporación de lí--

quidos se ha calificado ele Pinocirosis y se ha adscrito a una forma de 

endocitosis; pensamos que nuestn1s observaciones apoyan estas ideas. 

Sin embargo, resta mucho por aclarar y demostrar cuando se opina -

que el papel de permeabilidad que la célula endotclial desempeña en la 

pared vascular se realiza mediante pinocitosis y hasta se propone que 

las vesiculas líquidas son tan pequeñas que se les denomina microvesí­

culas y al ·fenómeno micropinocitosis. Creemos que es necesario, .en 

todo caso, diferenciar el transporte liquido relacionado con la nutri­

ción celular, es decir, la verdadera Pinocitosis endocitica, del trans­

porte de líquidos de un lado a otro de la pared celular relacionado con 

los fenómenos o mecanismos de permeabilida.d entre el interior del va­

so y el medio tisular que le rodea'. 

Desde el punto de ~ista citomorfodinámico las vacuolas de la pi'­

nocitosis endocitósica empiezan_ en la membrana citoplásmica, se diri­

gen hacia el centro metabólico fllncional de la célula, hacia la zona -

. ' 
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yuxtanuclear y ahí "desaparecen". Con frecuencia las vesículas se 

reunen con otras vecinas, por coalescencia, forman otras vesiculas­

más grandes, finalmente las vacuolas al acercarse a la zo:w yuxtanu­

clear disminuyen cada vez más de tamaño hasta desaparecer en la in­

tima vecindad del núcleo o en el seno mismo del aparato de Golgi. Es­

tas vesículas pinocíticas entran en estrecha relación con granulacio­

nes citoplásmicas densas desde la parte media ele la distancia que re­

corren desde la membrana has ta el núcleo. En la medida que las ves.!:_ 

culas pinocfticas van desapareciendo, las granulaciones son máo; abun­

dantes y más densas. , · 

Por otra parte en el citoplasma de nuestras células enclotelia­

les no fué posible observar imágenes morfcx:linámicas del transporte -

transmural ele vesículas pinocíticas formadas en alguna parte de la -­

membrana ciroplásmica y que sin pasar por la zona nuclear, atravie­

sen la célula y salgan vía memb:tdna en posiciót'i opuesta a su formación. 

Este.hecho morfodinámico creemos que es de gran importancia 

Parª explicar la dinámica ele la permeabilidad endotelial transmural ya 

que desde Pálade ( 30 ) se invoca y se acepta el paso, en un sentido y 

en otro, de líquidos a través de la célula enclotelial. Noson·os en . las 

células endoteliales cultivadas in vitro y procedentes de la capa intima 

de vasos arteriales, con imágenes morfológicas_ extraordinarias, no vi­

mos. imágenes relacionables con el transporte. transml,lral. No podem9s 

asegurar que este·feriómeno no suceda in situ en donde las células endo-
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teliales están sujetas a juegos de presiones hemodinámicas y a orros 

fenómenos tisulares que repercuten en la fisiología de la pared endó­

telial, pero, in vitro sólo fué notable la pinocitosis emlocítica. 

Sin embargo, buscando im.<igenes citomorfodinámicas que pue­

dan explicar o relacionarse con los procesos ele permeabiliclacl trans­

mural mediante las células endotcliales, encontramo3 que las células 

endoteliales in vitro, en el halo ele emigración y proliferación, esta­

blecen relaciOi1CS con las células vecinas en forma especial, mediante 

prolongaciones citoplásmicas que, al entrar en contacto las ele una cé­

lula con las vednas, forman espacios que recuerdan en conjunto al 

arreglo fenestraclo en las uniones ele las células endoteliales, tanto ele 

los endotelios propiamente fenestraclos como ele lo,s capilares sinusoi ~ 

des del hígado, bazo, etc, así como ele las uniones transitoriamente f~ 

nestradas como se advierte en algunos endotelios capilares. 

También in vitro, en los_ cultivos y mediante la microcinemato­

graffa hemos observado uniones intercelulares de células endoteliales, 

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

paran unas _de otras, dejan entre ellas, a nivel de sus membranas, -

puentes citoplásmicos y ventanas (fenestradas); unos y otras, filamentos. 

y ventanas pueden, suelen, desaparecer en otros momentos por nueva 

consolidación de las aproximaciones y uniones celulares' para_ tiempo 

después volver a formarse los puentes y las v_entanas. 
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Cavallo y col. ( 31 ) trabajando en angiogenesis de rumorcs­

observó que el endotelio muestra fenestracioaes periódicas, las cua­

les aparecen como interrupciones repetidas; el número y distribución 

del fenestr11do es muy variable de una porción de la p;:irecl a otra, da­

tos comp;:itibles con nuestTas observaciones. Conviene recordar que 

nuestras observaciones las hemos ·realizado con células endoteliales -

de vasos aorta y coronarios, ancesu·almente considerados vasos con 

endotelio cerrado no fenestrado. 
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Este dato morfojinámico observado en la relación vecinal de 

las células endoteliales que crecen en el halo de cultivo celular expli­

caría en forma muy clara la capacidad que tienen las células endote­

liales para aproximar sus bordes celulares y establecer muy estre-­

chas y resistentes uniones corno las que se observan entre las células­

endoteliales in situ en los denominados capilares cerrados. Pero que 

en relación a los momentos füncionales estas mismas células endote­

liales pueden entre abrir. sus uniones y originar fenestras funcionales, 

como las que se observan en la microscopía electrónica, para vol ver­

a desaparecer nuevamente. 

De Bono y col. ( 32 ) ob::;ervó :que las uniones célu.la-célula -

tan comunes in .vivo, e in vitro parece ser que se forman hasta que las 

células se han aplanado en un substrato adecuado; estas uniones que -

dan lugar a las aperturas transendoteHales s.e pierde~ o se reducen -

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



. porcionados por Jaffé y col. ( 16 ) en su trabajo de cultivo de célu-­

las cndotclialcs humanas provenientes de vena umbilical. 

Por estos espacios es mi:ís satisfactoria la explicación del paso 

de líquidos y contenido capilar hacia los tejidos y de los tejidos hacia­

el vaso. Las presiones hidros tática, oncótica y orros factores auspi­

ciarían o interferirían el paso transmural intercelular. 

Esta nuestra idea, se refuerza con las opiniones de otros inve~ 

· tigadores como Cavallo y col. ( 31 ), Milici y col. ( 33 ) y Wo,1g y 

col. ( 34 . ) , quienes dicen que el fenest-raclo cndotelial provee un arr~ 

glo donde las substancias filu-adas 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 rápida transferen­

cia de grandes cantidades de proclucto de secreción o nutrientes absor­

bido. 

La observación morfoclinámica in vitro nos permite suponer que 

las células endoteliales in si tu, .en lm vasos capilares, aún en los lla -

mados "cerrados", en relación al momento fllncional de la circulación 

son capaces de formar ventanas o de cerrarse por completo. 

Este mecanismo relacionado con la permeabilidad capilar, a la 

-luz de observaciones en células endÓteliales cultivadas, nos parece -­

más factible para explicar el pas? de líqÚidos y sustancias a través de 
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la pared endotelial que invocar la pinocitosis n:an.sportativa. 

La magnífica revisión que Florey (30) realizó en torno a este -

problema nos ilustra como ha cambiado el enfoque que se le ha dado al 

problema de permeabilidad de los vasos: durante siglos se le quis6 ver 

como un fenómeno estático, de ahí la idea de la existencia ele poros y -

canales. Nuestro enfoque diniimico refuerza la idea de que el paso de 

líquidos y substancias se realiza principalmente por las uniones celula­

res y no ::i rravés del citoplasma de las células enclocelialcs. 

Milici y col. (33) llaman la atención sobre la formación de ven­

tanas "fenestras" y canales entre las células endotclialcs de capilares 

durante su cultivo in vitro. 
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Para de Bono y col. (32) la formación de ventanas y canales serían 

la expresión morfodinámica de la interacción intercelular endotelial. 

Sin embargo, para Branwooj (12) la formació:1 de ventanas y ca­

nales intercelulares sólo se observa en células cultivadas in vitro y -­

cuando las células se han adherido a un substrato plano, liso y resisten­

te. 

Cavan.o y col. (31) trabajando en angio¿;énesis exp~rimental en 

tumores observan que las ventanas y canales intercelulares son más. 

abundantes en· aquellos sitios donde existe una gran transferencia rápida 

de grandes cantidades de prooucros de secreció:l o de absorción de nu­

trientes. 



En nuestro material y experiencia la pinocirosis que se O~)serva 

en nuestras células endoteliales procedentes de los vasos aortocoro:ia -

ríos es principalmente enclocitósica; no advertimos evidencias de pino­

citosis transportativa relacionada con la pcrmcabiliclac.1 celular. 
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Conclusiones 

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

tocoronarios del miocardio resultó ser un modelo citológico muy ade-

cuado para observar y estudi.ar la citomorfojin8111i ca ele dichas célu-

las. 

2. Obtener células encloteliales sepanidas del ros to ele los 

constituyentes de los vaso:;; plantea dific111t<.1dcs técnicas que exigen -

habilidad y experiencia técnicas en esta particular rama de la biologfa 

celular. 

3. Salvadas las dificultades técnicas mencio:iadas, de la capa-

intima de los vasos aortocoronarios del miocardio, obtuvimos y desa-

rrollamos magnfficos cultivos de células endoteliales de gran pureza -

celular para nuestros propósitos de su caracterización morfcx:linámica. 

4. El empleo de sistemns ópticos (Campo Claro, Campo Obscu-

ro, Luz Polarizada, Contraste de Fases, Interferencia Policromática -

de la Luz, Contraste Oiferencial de Interferencias) asociados. a 1a par-

ticular disposición laminar de extraordinaria delgadez citoplásmica y 

disposición en mosaico proporcionó bellas, novedosas y váliosas imáge­

nes moi-focliná~icas de la bioiogfa celular de tan particuiar ~ariedad ce-

lular .. E.n estas c·ondic:iones la estructura celular y subcelular son ricas. 



en detalles e información dinámica. 

5. Con tan magnifico marcrial observamos y esturliamos bs -

imágenes mor fo:lin(imicas rclaciolladas con el problema de la perrnea -

bilidad de la célula cndotelial al paso ele los lic¡uiclos y substancias.En 

nuestras células endotelialcs fueron abundantes y muy ricas en cleta-

Hes las imágenes de Pinocitosis enclocitósica, rnientrns que nunca ob.:. 

servamos Pinocitosis transportativa. 

6. Las células endoteliales pnicticamcnte puras que crecieron 

en el halo de emigración y proliferación de los cultivos y en algunos .:. 

sitios doncle se desarrollaron las células encloteliales a manera de --

"colonias" pudimos observar y estudiar los fcnómellos morfcxlinámicos 

de su interrelación en los bordes celulares ele célulns vecinas. En ba-

se a nuestras observaciones mediante microcinernatografia espaciada 

pudimos observar y estudiar la frecuencia y facilidad con que las célu.-

las endoreliales establecen relación entre sus bordes, en unos momen-

tos en forma muy estrecha, íntima y firme mientras que en otros mo-

mentos, en esos· mismos sirios las .uni?nes celulares se vuelven laxas, 

se establecen puentes citoplás.~icos y se forman ventanas de tamaño -

variable, las cuales pueden volver a desaparecer en pocos minutos. 

· 7 .· Pénsamos que merced a esta facultad morfodinámica de las 

células· endoteliales para establecer uniones celulares dinámicas rela­

cionadas con los momentos fLincionales de las células la pared que re-
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presentan las células encloteliales en los llamados capilares cerrados 

puede fácilmente atravesarse no necesarinrnente por micropi11ocitosis 

trnnsportativa, sino por la nparición y apertur~1 de ventanas o fenes-

tras, no tan graneles y permanentes como en el cnso de los endotelios 

de los capilares sinusoides fenes tracios, sino pequeñas y transitorias. 

S. En las células enclotelialCs despu(~S de la tercera semana -

de cultivo es frecuente observar en ellas cambios morfodinámicos re-

lacionados con la transformación y actividad fibrobláslica. 
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Uímina I 

Representación esquemática que ilustra desde el sitio nnatómi­
co de donde se obtuvieron Jos fragmenros malrices hasta los principa­
les resultados obtenidos al ser cultivados in vilro. 

Figura 1. Esquema de la aona en el nacimienw de las arterias 
coronarias y vascularización del miocardio ventricular en su parte al­
ta. De estos sitios se tomaron los explantes para la siembra. 

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

Figura 3. Representación esquemática de un corte transversal­
de la aorta en la porción donde nace una arteria coronaria. Se ilustran 
los diferentes componentes tisulares que forman la pared aorta corona­
ria (capa íntima, 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 ele -
crecimiento y expresan su citobiologia dinámica. 

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

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

. teliales. 

Figura 6. Esquema de un fragmento de miocm:dio conteniendo -
vasos de pequeño calibre de la red coronaria que irriga la masa mio­
cárdica; .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 lbs principales cambios observa­
dos en los vasos capilares durante su cultivo in vitro. Las células endo 
teliales emigran de su sitio, adoptan forma amibpide y después se adaE: 
tan a la superficie del cristal de siembra y forman las típicas láminas-
de células planas. · · 
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Lámina JI 

Cultivo de Aorta 

Composición en mosaico de 18 campos mi­

croscópicos 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. El halo de - -

emigración, crecimiento y proliferación es amplio, 

muy celular y con notable diferenciación histiogéni­

ca angioide. La mayor parte de las células son de 

las variedades histiocitos, fibroblastos y células -

~mdoteliales, en cultivo mixto heterogeneo con gran 

ci todiferenciación. 

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

Prototipo amiboide libre en emigración 

Cultivo de arteria coronaria de rata. Duran­

te las primeras 24 a 48 horas de cultivo, lo más no­

table es la emigración de células amiboicles, macro 

y microfágicas. 

La Fig. 9 corresponde a una imagen de ma­

crófagos (elementos 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

fágicas ( linfocitos, monocitos, · eosinófilos) en emi­

gración; el citoplasma es abundante y en muchas cé­

lulas vacuolar. 

i::écnica de Jacobson. Campo Claro. 

Fig • .IO, 250 X; Fig. 11, 500 X; Fig. 12, 625 X. 
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Liíminn IV 

Prototipo histiocftico y fibroblústico 

Fig. 13. Fragmento de arteria coronaria de 

rata. Cultivo de 48 horas emergencia de 4 histioci­

tos de citoplasma espin_oso y varicoso. 

Conn·aste de Fases. 400 X. 

Figs. 14 y 15. Cultivos de arteria coronaria 

de rata. Cultivos de 72 - 96 horas, emergencia y 

proliferación de fibroblastos e histiocitos formando 

un denso halo de células 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 imágenes de fi­

brogénesis en fibroblasto~ de dos semanas de .culti­

vo. Arteria coronaria de rata. 

Contraste de Fases. 650 X. 
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L:ímina V 

Células endoteliales típicas 

Figuras 19 a la 22. Conjunto de imágenes ob­

tenidas de un cultivo practicamen te puro de células -

endoteliales derivadas de la siembra de fragmentos -

de aneria coronaria cuando la capa íntima se puso -

en contacto directo con el cristal de la laminilla de 

siembra y cultivo. Cultivo de dos semanas. 

La Figura 19 ilustra un típico halo de prolife­

ración de puras células endoteliales en su disposición 

laminar "epiteloide". 

Contraste de Fases. 250 X. 

Las Figuras 20, 21 y 22 ilustran con detalles 

estructurales poco frecuentes, la _morfología caract~ 

rística de las células endoteliales y algunas de sus -

peculiares relaciones celulares relacion~das con la 

formación de "ventanas" o "fenestras". 

Contraste ·de Fases. 900 X. 
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Lámina VI 

Activiclacl Mitósica · 

Figuras 23 a la 29. Ejemplos de la gran acti­

vidad 'proliferativa mitósica en las células del halo a 

partir del cuarto día de cultivo hasta dos semanas. 

Las imágenes ilustran anafases y telofases en donde 

los cromosomas y el huso acromático se observan -

con extraordinarios detalles. 

Cultivo de aorta y arteria coronaria 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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Lámina Vll 

Morfología y relaciones intercelulares i.10 las células 

endotelíales. 

Segmentos de la periferia del halo de prolífe-

ración de células cndoteliales puras derivadas de la 

capa íntima de arteria coronaria cultivadas in vitro-

durante 10 días. 

Figuras 30 a la 33. Células endoteliales tfpi-

cas que después de agruparse en mosaicos de células 

planas, laminen-es, forman ventanas, espacios entTe 

sus bordes de relación celular en los cuales se ad-

vierte colección liquida que, al aumentar e infiltrarse 

enb:e las células, las separa cada vez más hasta for-

mar espacios muy amplios. 

Este fenómeno puede ser regresivo y las cél~ 

las vuelven a entrar en estrecho contacto de sus bor.-

des. 

Todas las células muestran, con finos deta-

lles, su estructura "in vivo"; la célula de la F-ig. 33 
. . 

está extremadamente extendida y exhibe su dtopl_as­

ma, núcleo y nucléolo muy delgados. 

Contraste de Fases. 900 X. 
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Lámina Vlll 

Morfología ultraes tructural ele células endotelialcs 

Cuatro extraordinarias imágenes ricas en­

detalles ulu-aestrucmrales en relación a diferen­

tes estados funcionales ele las células enclotcliales. 

Las Figs. 34, 35 y 36 son panicularmente -

afortunadas en mostrar aparatos yuxtanucleares de 

Golgi en diferentes grados de evolución fUncionnl. -

En la Fig. 34 predominan los organelos granulares 

y vacuolares, mientras que en las célulns de las fi­

guras 35 y 36 son principalmente fil::imenrnsos y va­

cuolares; en estas mismas células l::i membrana nu­

clear, el núcleo y los nucléolos ¡parecen dibuja dos¡. 

Las Figs. 36 y 37 ilustran aspectos filamen­

tosos, filopódicos, de la membrana en expresiones­

morfológicas desmosómicas. En la célula de la Fig. 

37, se observan organelos mitocondriales filamento­

sos y abundantes filopodios. 

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

37, 2000 X. 

, . 
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Lámina IX 

Pinocirnsis 

Figuras 38 a 42. Imágenes de conjunto y de­

talles de cndocitosis en las células endoreliales del­

horde del halo de crecimiento. La mayor parte de las 

células muesn:an en su citoplasma vacuolas pinocíti­

cas en número y tamaño variable. 

Este tipo de pinocirosis (que la hemos califi­

cado de Pinocitosis endocítica metabólica) es muy ac­

tiva en los márgenes libres de las células. Las imá­

genes de esta Lámina se corn¡.ilementan con las de la 

Lámina XIII. 

Escasas o numerosas, pequeñas o grandes, -

todas estas vacuolas nacen por engolfamiento de la -

membrana, se dirigen hacia la región yuxtanuclear y 

en la zona ultraestructural del aparato de Golgi, de­

saparecen. 

Cultivo de células endoteliales derivadas de la capa 

íntima de arteria coronaria; 2 semanas de cultivo in 

vitro. 

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

y 41, 800 X; Fig. 42, 1600 X. 
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Lámin:-i X 

Nomicoplnsia fibrogénica 

Principales cambios ele células endoteliales -
relacionadas con su "transformación" v actividad fi-
brogénica. . 

Células enclotclialcs procedentes ele la capa -
íntima de la arteria coronaria; dos semanas de culti 
vo. 

Figura 43. Imagen típica de una célula endo­
tclial aislada, laminar, delgada con notable actividad 
de su rnembrana plasmática; núcleo grande, vesicu­
lar, pálido, aparato de Golgi y endoplasma granuloso. 
Ninguna csu-uctura podría relacionarse con fibrogé­
nesis. 
Contraste de Fases. 900 X. 

Figuras 44, 45 y 46. lvlo:lificacioncs rncmbra­
no-citoplásmicas que terminan en la formación de -
prolongaciones filamentosas persistenres, simples o 
ramificadas, estelares que imprimen a la célula en­
dotelial aspecto de fibroblasto en actividad fibrogéni­
ca. 
Contraste ele Fases. 900 X. Fig. 46, 800 X. 

Figura 4 7. Dos células endoteliales en plena 
actividad fibrogénica reticular intracelular (inofibri­
llas, protofibrillas de Mason, de Costero, respecti­
vamente). 

·Contraste de Fases. 800 X. 

Figura 48. Campo del h:ilo de proliferación -
endotelial con profundos cambios hacia fibroblastos y 
fibrogénesis activa. 
Células y fibras en típica disposición reticular. 
Contraste de Fases. 500 X • 

. . 
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Láminn XI 

Detalles uln:aestn1crurales especiales ele células endoteliales 

Fig. 49. Célula cndotclial de la capa inri ma ele la arteria coro 
naria. Célula binucleada con finos detalles ultracstructural·:os de la _-:: 
membrana nuclear, morfología nudeo-nucleolar; concentración yuxta 
nuclear de organelos mitocondriales filamentosos (Aparato de Golgi)-;­
Estas im:ígenes son cnracterísticas ele células de gran nctividad meta 
bólica. -
Contras re de Fases. 1800 X. 

Fig. 50. Célula endotelinl con núcleo vesiculoso, pálido, trans 
paren te, membrana nuclear poco di fcrenciacla, nucléolo múltiple y po-: 
limorfo. El aparato de Golgi esti constituido practicamente sólo por 
organelos microvacuolares, que recuerdan a células secretoras. 
Contraste de Fases. 950 X. 

Fig. 51. Dos células endoteliales derivadas de la pared de un 
vaso capilar del tejido miocárdico. En un largo trayecto las dos célu­
las conservan su estrecha unión íntima (parece una linea simple); en 
el segmento inferior se advierte separación a la manera de fenesLra­
ción. 
Contraste de Fases. 800 X. 

Figs. 52 y 53. Conjuntos de células endoteliales derivadas de 
la pared de finos vasos capilares del tejido miocárdico que aún conser 
van sus relaciones de uniones celulares, a pesar de haberse desinte--
grado el vaso capilar. Típica morfología estructura y disposición de 
las células endoreliales de procedencia capilar. Formaciones interce­
lulares a manera de "fenestraciones"; filopodios filamentosos. 
Contraste de Fases. 650 X. 
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Lámina XII 

Células musculares lisas 

Figuras 54 a la 57. 

Células musculares lisas deriva das de la pa -

red arterial, de la capa fibromuscular retículo clás­

ti ca. Las células marcadas no son musculares, roelas 

las demás, independientemente de su morfología son 

muscubrcs lisas. Esrns céluhs, en su magnífico 

crecimiento y cultivo in vitro son "comaminantes" de 

los culrivos de células endmeliales y confirman las -

magníficas condiciones biológicas de los cL!ltivos. 

Contraste de Fases. Figs. 54, 55 y 56, 650 X; Fig. 

57, 450 X. 
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Lán1ina XIII 

Pinocitosis 

Aniílisis ele la Pinocitosis cnclo.-::ític;:i rncdian­
te una serie sccucndnl en el mismo lugar de una -
misma célula cnclot~·Ha1 y ont.rc cnclri mi CJ:ofotogr n­
fía existen 6 minutos de clifcrcnciri; iodo el proceso 
trnnscurrió en 48 minutos. 

De b Figura 58 a b.66 los principales cam­
bios se advierten en la mcmbruna plnsmiitica en re­
lación con la captura de his got:1s líquidas (que lucen 
.;orno vacuolas); puede ohserv~1rsc, eón lujo ele deta­
lles, 1:1 relación rnemhrana líquido, su n-[tnsiro ha­
.·ia el núcleo y su Jcslino ilK.t:.1l1ólico finn1. 

La zona scfínlacla con la lctrn G c'Oi: re.sponde 
a una porción del ;:iparato de Golgi en J;:i inmediata -
vecindad del núcleo; las finas grnnulndoncs <mulares 
forman parre del cndoplasrna pc.>.rinuclcnr gr¡rnular. 
Con las letras \1 y un nC1mero se indica el orden en -
el tiempo ele formación de 1Jicha vacuoln, ciesdc su -
origen en ln membrana hasra su nrribo a In zona yu~ 
Lanuclear, y su relnción con arras v acuolns. 

Este estudio demuestra, entre oLn:ts cosas, 
que las vacuolas entran a la célula, pero no snlen, -
es decir, no hay Lransporte.n-::mscelular. 
Célula endotelial de arteria coronaria; 10 días de -
cultivo in vitro. 
Contraste de Fases. 3200 X. 
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