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RESUMEN

El endotelio actualmente es considerado como un 6rgano activo que tiene diversas
funciones, tales como: regular el tono vascular, permeabilidad capilar, inflamacion,
reparacion de tejidos, angiogenesis, vasculogenesis, coagulacion y trombolisis.
Existen diversas técnicas para el aislamiento y caracterizacion de CE, estas
pueden provenir de sangre periférica, cordon umbilical, placenta y medula ésea.
Sin embargo, su obtencion es muy compleja debido a su baja frecuencia. En lo
que respecta a la MO, poco se conoce acerca de la identificacion endotelial, por lo
que en este estudio se abordaron aspectos relacionados a la seleccion e
identificacion de células endoteliales a partir de poblaciones de células

mononucleares provenientes de MO de individuos sanos.

Con la técnica de aislamiento y caracterizacion utilizada se puede determinar que
existe CE con un perfil de expresion CD146+ / CD 45-/ CD 90-, sin contaminacion
de otro tipo celular, que a su vez se correlaciona con la estructura morfolégica
tipica de empedrado de estas células, asi como también la capacidad de formar

estructuras tubulares comparadas con un control (células HUVEC).

Palabras clave: Medula &sea, endotelio, célula endotelial, célula progenitora

endotelial.



ABSTRACT

Endothelium is currently regarded as an active organ that has several functions,
such as; regulating vascular tone, capillary permeability, inflammation, tissue
repair, angiogenesis, vasculogenesis, coagulation and thrombolysis. There are
many techniques with respect to isolation and characterization of endothelial cells
derived of peripheral blood, umbilical cord, placenta and bone marrow.
Nevertheless, the harvest is very complex due to its low frequency. As regards to
bone marrow, little is known about endothelial identification, therefore in this study,
we addressed related aspects with selection and identification of endothelial cells

as from mononuclear cells population from bone marrow of healthy individuals.

With isolation and characterization technique used, could be determined, that exist
endothelial cells with a expression profile CD146+ / CD 45- / CD 90-, without
contamination of another cell type which correlates with the typical cobblestone
structure of these cells, as well as the ability to form tubular structures compared
to a control (HUVEC cells).

Keywords: bone marrow, endothelium, endothelial cells, endothelial progenitor cell.



1. INTRODUCCION

El endotelio durante mucho tiempo fue considerado como una membrana inerte
que enlazaba al sistema circulatorio, pero actualmente es considerado como un
organo activo, heterogéneo y con funciones inmunolégicas, metabdlicas y
secretoras. Las células endoteliales estan expuestas a fuerzas fisicas (estrés
mecanico hemodinamico), bioquimicas (liberacién de moléculas especificas en su
entorno) o traumaticos, por lo que su renovacion y proliferacion para mantener la

homeostasis del vaso es de suma importancia.

Las células que tienen la capacidad de responder a la perturbacion del endotelio
son las células progenitoras endoteliales. La mayoria de éstas células se
encuentran en meédula 6sea, pero también se encuentran en circulacidon y tienen

caracteristicas que responden a dafo o lesion endotelial.

La regulacion y el reservorio de células progenitoras endoteliales se lleva a cabo
en medula ésea, para entender la complejidad de estas células primero hay que

identificar su microambiente en este tejido.

2. MARCO TEORICO

2.1 MEDULA OSEA

La médula ésea es un tejido conjuntivo muy vascularizado y gelatinoso que
contiene numerosas células, ocupa las cavidades medulares de los huesos
grandes y lo espacios intratrabeculares de los huesos esponjosos y conforma un
entorno propicio para la hematopoyesis, la formacién de células sanguineas y

plaquetas (1).

En lactantes y sujetos jévenes, la médula ésea es activa en su totalidad y recibe el
nombre de médula roja, ya que la mayoria de las células que se desarrollan en

ella son eritrocitos. Hacia los 20 afios de edad, gran parte de la médula presente



en las diafisis de los huesos largos acumula lipidos en cantidades tan grandes que

disminuye la actividad hematopoyética y se conoce como médula amarilla (1).
La irrigacion medular proviene de:
*Arterias que ingresan en la cavidad medular a través de canales de nutrientes.

*Un sistema de sinusoides grandes que desembocan en la vena longitudinal
central, la cual drena en un gran numero de venas que abandonan la cavidad

medular a través de los canales de nutrientes.

A diferencia de la mayoria de las venas, las venas medulares presentan un calibre
menor que sus homologas arteriales y la presion hidrostatica medular basta para

mantener la permeabilidad de los sinusoides (2).

El componente vascular de la médula engloba los vasos sanguineos y los
sinusoides, y sus espacios intersticiales aparecen ocupados por grupos de células
hematopoyéticas (nichos hematopoyéticos)) que configuran el compartimento

hematopoyético (1,2).

Los sinusoides se rodean de una lamina basal, una delgada capa de fibras
reticulares, células reticulares adventicias que estan en contacto con dicha lamina
y recubren la mayoria de las superficies de los sinusoides Las extensiones
citoplasmicas de estas ultimas se alejan de los sinusoides y establecen contactos
con las proyecciones citoplasmicas de otras células reticulares adventicias, de tal

modo que definen unos espacios en los que se alojan los nichos hematopoyéticos

(3).

Estos agregados de células hematopoyéticas estan presentes en varias etapas de
su desarrollo, aunque suelen estar formados por un linaje celular determinado.
Junto a las distintas células en maduracion, existen macréfagos que destruyen los
nucleos expulsados, fagocitan restos citoplasmicos y proporcionan hierro a las
células de la serie eritrocitica. Las células reticulares adventicias controlan el
volumen de médula 6sea disponible para la hematopoyesis; conforme se acumula
liguido en la médula 6sea, su tamafio aumenta y reduce el volumen del

compartimento hematopoyético (1,4).



2.2 HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis es el mecanismo fisiolégico donde se generan todos los linajes
celulares de la sangre periférica, tales como: eritrocitos, megacariocitos,
plaquetas, células mieloides (monocitos, macréfagos y granulocitos), mastocitos,
linfocitos T y B, células NK y células dendriticas. Su desarrollo inicia a partir de las
células madre hematopoyéticas (HSC por sus siglas en ingles Hematopoietic Stem
Cell), dando lugar progresivamente a progenitores mas comprometidos hacia un
determinado linaje hematopoyético, y terminando en células sanguineas

totalmente diferenciadas (5).

Las HSC residen en la medula ésea que es el principal érgano donde se lleva a
cabo la hematopoyesis en el adulto, sin embargo durante el desarrollo embrionario
y fetal, las HSC se localizan en multiples 6rganos. En estadios tempranos del
desarrollo embrionario, los precursores hematopoyéticos se encuentran en el saco
vitelino y en la regiéon aorta-gonadal-mesonefros (AGM). En estadios posteriores
del desarrollo embrionario la hematopoyesis tiene lugar en el higado fetal, donde
las HSC se expanden y diferencian para colonizar el timo y el bazo. Cerca del final
de la gestaciéon las HSC migran a la medula ésea y es en este tejido donde se

lleva a cabo la hematopoyesis durante toda la vida (5,6).

2.3 REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS

La celularidad hematopoyética en la medula 6sea contiene varios tipos de células
estromales junto con una matriz extracelular, que contribuyen a conformar el

denominado “microambiente medular” (7).

La interaccion entre el microambiente y la celularidad hematopoyética es
compleja y no ha sido entendida completamente. El microambiente contribuye a la
regulacion de la hematopoyesis a través de varios mecanismos, entre los que se
encuentran la producciéon de factores de crecimiento (citoquinas) con actividad
paracrina, el atrapamiento en el glicocalix de citoquinas, producidas bien

localmente o bien a distancia (actividad endocrina), la interaccion mediante



moléculas de adhesion y la interaccion a través de factores de crecimiento
expresados en la membrana celular. Los nichos hematopoyéticos son muy
importantes en la regulacion de la hematopoyesis, se describen a continuacion
(7,8).

2.4 NICHO HEMATOPOYETICO

El mantenimiento de células troncales hematopoyéticas y la regulacion de su
autorenovacion y diferenciacion in vivo dependen de su microambiente especifico,

el cual es llamado nicho hematopoyético (9).

Nicho hematopoyético puede ser definido como un espacio fisico en el cual las
células troncales hematopoyéticas son alojadas y preservadas para mantener su
autorenovacion y diferenciacion. El termino nicho fue acufiado por Schofield, quien
propuso que el contacto célula - célula en dicho espacio era el responsable de la
capacidad proliferativa ilimitada y la inhibicion de la maduracion de células trocales

hematopoyéticas (3, 9,10).

Considerando que las células troncales hematopoyéticas quiescentes logran servir
como una fuente de reserva de células que pueden reactivarse en respuesta al
estrés, estas podrian ser almacenadas en un nicho de almacén quiescente. Por
otro parte, si las células son expuestas a un agente mieloablativo, se liberan a la
circulacion (movilizacion) y entran a ciclo celular para restablecer la
hematopoyesis y migrar a los nichos vasculares como el bazo y el higado.
Posteriormente de realizar su funcién proliferativa, regresan a los nichos de la

medula ésea y nuevamente entran a quiescencia (11).

El microambiente de la medula 6sea es un nicho complejo compuesto de multiples
tipos de células incluyendo al endostio (nicho de osteoblastos), células reticulares

(nicho perivascular), y el nicho vascular de medula ésea (7, 8).



2.5 NICHO OSTEOBLASTICO

Las células que forman el nicho osteoblastico son células que participan en la

formacion del hueso como los osteoblastos y osteoclastos.

Los primeros estudios indican que las células hematopoyéticas indiferenciadas se
localizan en el endostio cerca de la superficie 6sea, y que estas células son

movilizadas hacia la zona central de la medula ésea (12, 13).

Los osteoblastos producen factores que tienen la capacidad de regular la
quiescencia y el mantenimiento de las células trocales hematopoyéticas tales

como: angiopoietina- 1 (14), la osteopontina (15) o la CXCL- 12 (16).

Estos estudios sugieren que la localizacion de células troncales hematopoyéticas
cerca del endostio es de gran importancia para el mantenimiento, regulacioén y

proliferacion de estas células.

2.6 NICHO VASCULAR

Los datos recientes han sugerido que las células endoteliales no solo funcionan
para el suministro de oxigeno, nutrientes, o eliminacion de residuos, tras la
activacion correcta puede ser considerado un nicho vascular especializado que
apoya el mantenimiento de células troncales hematopoyéticas por la secrecion de

factores paracrinos (17).

Se ha observado que las células troncales hematopoyéticas también residen a una
cierta distancia del endostio por lo que el nicho vascular de la medula ésea es otra
alternativa de nicho para estas células. Analisis histoquimico de secciones de
medula 6sea utilizando marcadores de la familia SLAM muestra que un 60% de
las células troncales hematopoyéticas de la familia SLAM estaban localizadas
alrededor de células endoteliales sinusoidales (18, 19). Esto sugiere la existencia

de un nicho vascular.

El nicho vascular esta formado por una compleja combinacién de tipos celulares

diferentes. Uno de los tipos celulares que lo constituyen son las células reticulares
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localizadas cerca de los sinusoides, que derivan de células mesenquimales, y
funcionan como bloques activos en la formacion del nicho vascular (20, 21). Estas
células expresan elevados niveles de CXCL- 12 y que interaccionan con casi el

90% de las células troncales hematopoyéticas (22).

Otro tipo celular son las células endoteliales con capacidad de mantenimiento de
las células troncales hematopoyéticas y funciones de regeneracion
hematopoyética (23). Las células endoteliales sinusoidales de la medula 6sea
expresan quimiocinas como CXCL- 12 y moléculas de adhesiéon como E- selectina
y VCAM- 1 que son importantes para la movilizacion, injerto y alojamiento de las

células troncales hematopoyéticas en medula 6sea (24).

Como se describid anteriormente, las células endoteliales del nicho vascular de la
medula ésea juegan un papel importante para la regulacion de la hemotopoyesis,
sin embargo, estudios recientes indican que estas células también son importantes
en la vasculogenesis y angiogenesis, esto es debido a la presencia de células
progenitoras hematopoyéticas. El reservorio y mantenimiento de estas células es
importante para mantener el funcionamiento adecuado del endotelio. A
continuacion se describe el funcionamiento del endotelio y la importancia de las

CPE para mantener la homeostasis del sistema circulatorio.

2.7 ENDOTELIO

El endotelio es una monocapa de células que recubren la pared luminal de los
vasos sanguineos, anteriormente fue considerado como una membrana inerte que
solo formaba parte de la estructura vascular, pero actualmente es considerado
como un organo activo que regula la interaccién de las células y las proteinas
circulantes con las células residentes en la pared vascular, ejerciendo un papel
central como sensor y transmisor de sefales, ademas tiene funciones

inmunoldgicas, metabdlicas, secretoras y sintéticas (25).

Es un d6rgano que representa el 5% de la masa total del individuo, participa

activamente en las funciones vitales del sistema cardiovascular, incluyendo la



regulacion de la perfusion, el intercambio de liquidos y solutos, hemostasia y

coagulacion, respuesta inflamatoria, vasculogénesis y angiogénesis (26).

Los vasos sanguineos proporcionan el principal vinculo entre el corazén y los
tejidos. La pared vascular se compone de tres capas; la intima (capa interna), la
tunica media (capa media) y la tunica externa (capa externa). La capa interna esta
compuesta de endotelio que tapiza la luz del vaso, sostenido por una membrana

basal y por debajo de esta se encuentra tejido conectivo subendotelial (26, 27).

Las células endoteliales crean una superficie lisa, exenta de fricciones y secretan
numerosas moléculas que le ayudan a llevar a cabo sus funciones, como:
laminina, endotelina, colageno tipo Il, IV, V, oxido nitrico y factor de von
Willebrand. En su cara luminal, las membranas de las células endoteliales
presentan la enzima convertidora de angiotensina que convierte la angiotensina | a
angiotensina Il. Tambien secreta enzimas que inactivan a una amplia gama de
sustancias tales como: bradicininas, trombina, prostaglandinas y serotonina (28,
29).

La estructura de la célula endotelial y la integridad funcional son importantes en el
mantenimiento de la pared del vaso y la funcion circulatoria. Como una barrera, el
endotelio es semi permeable y regula la transferencia de moléculas pequefias y
grandes. Ejercen acciones significativas autocrinas, paracrinas y endocrinas e
influyen en las células del musculo liso, plaquetas y leucocitos periféricos. (27, 28,
30).

2.8 FUNCIONES DEL ENDOTELIO
Funciones de transporte.

El endotelio es una barrera importante para el paso de moléculas entre la sangre,
el intersticio y células subyacentes. La célula endotelial posee mecanismos de
transporte especificos que permite que las macromoléculas pase a través de ella
para satisfacer las necesidades metabdlicas de las células de los tejidos

subyacentes. Ademas, las uniones entre las células endoteliales (uniones

7



estrechas) actuan como una barrera selectiva a la salida de las moléculas a la

circulacion (28, 30).

La glucosa es la principal macromolécula que se transporta y se utiliza en el
endotelio, para esto, se utilizan los transportadores de glucosa (GLUT), de los
cuales el GLUT-1 y GLUT-4 se expresan en células endoteliales. GLUT-1 es la
isoforma mas abundante en las células endoteliales y no depende de la accién de

insulina (30).

Transporte de aminoacidos. Hay multiples sistemas de transporte de aminoacidos
en las células endoteliales, pero el transportador de aminoacidos catidnicos es
quizas el mas relevante, ya que esta es la forma en que la L-arginina, el sustrato

para la formacion de éxido nitrico, se transporta (30).
Regulacion del tono vascular.

El endotelio produce una serie de vasodilatadores y vasoconstrictores que regulan

el tono vasomotor y el reclutamiento y la actividad de las células inflamatorias (31).

El endotelio libera diversos factores vasoactivos que regulan el tono vasomotor y
el reclutamiento y actividad de células inflamatorias. Estos pueden ser factores
vasodilatadores como el 6xido nitrico (NO) y prostaciclina (PGI2) o factores

vasoconstrictores tales como tromboxano (TXA2) y endotelina-1 (ET-1) (31).

2.9 CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES

Hasta la década de los 90°s se consideraba que la diferenciacion de las células
mesodermales a angioblastos y la subsecuente diferenciacion endotelial ocurrian
s6lo en el embrién. Sin embargo, desde el primer reporte publicado por el grupo
de Asahara en 1997, que describe una poblacidn de células provenientes de la
medula &sea, detectadas en sangre periférica, las cuales fueron consideradas
como células progenitoras endoteliales (CPE) (32) y reconocidas por tener CD34+,
CD133+, KDR y VEGFR2+. Diversos grupos de trabajo se han enfocado en
estudiarlas, y asi se han descrito a las CPEC derivadas de la MO, lo que ha

8



sugerido la presencia de hemangioblastos circulantes en el adulto (33, 34);
aunque tampoco se descarta la existencia de CPE inmaduras cuya presencia

deriva del desprendimiento de las células endoteliales de la pared vascular (35).

Se ha descrito que las CPE juegan un papel fundamental en la formacion y
regeneracion del endotelio (32). Cuando existe un estado de isquemia en los
tejidos, el factor inducible por hipoxia 1-alfa (HIF 1-alfa) se estabiliza induciendo la
transcripcion de citocinas pro-angiogénicas como factor derivado del estroma 1
(SDF-1) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), las cuales se unen
a su receptor CXCR4 y VEGFR-2 respectivamente en las CPE para su
movilizacion y reclutamiento al tejido isquémico. Alli, junto a las células

endoteliales maduras contribuyen a la neo vascularizacién (32, 36).

Posteriormente se describi6 la presencia de una subpoblacién pequefia en cuanto
a su frecuencia en sangre periférica, por lo que ha sido considerada como una
poblacién discreta pero rara, de células progenitoras endoteliales, definida como
células formadoras de colonias endoteliales (CFCE), cuyos potenciales de
proliferacion son elevados en sangre de corddén umbilical y limitado en la sangre

periférica de sujetos adultos clinicamente sanos (37, 38).

En la siguiente tabla se muestran los marcadores de superficie que define a una
CPE (39).

Marcador de | Funcion Expresién en otras células
superficie
CD 34 Glucoproteina importante para la | Hemangioblasto, CPE y célula
adhesion celular de HSC en la medula | endotelial vascular.
Osea
VEGFR-1 Tirosin quinasa del receptor para VEGF | Célula endotelial vascular y
(FIt1) A y B, importante para el ensamblaje | progenitores mielo-monociticos.

de células endoteliales en los vasos

VEGFR-2 Tirosin quinasa del receptor para VEGF | Hemangioblastos, CPE, células
(FIk1, KDR) | A, C, D, y E, importante para el | mielo-monociticas, célula
desarrollo hematopoyético y de células | endotelial vascular y célula
endoteliales, mediador principal de | endotelial linfatica.




VEGF-A, capacidad de migracion
mitogénica.

CD133 Glicoproteina de membrana, funcion | Células hematopoyéticas vy
(Prominin 1) | desconocida, sirve como un marcador | CPE.

para células hematopoyéticas vy
progenitoras endoteliales

CD45 La proteina tirosin fosfatasa, importante | Células del sistema
para la activacion de linfocitos a través | hematopoyético.
de LCKy Fyn

VE- Glicoproteina dependiente de calcio, | Células endoteliales maduras.
cadherina proteinas de  unién intercelular
necesaria para el desarrollo vascular
adecuado

vWF Glicoproteina secretada importante | Célula endotelial, megacariocito
para la agregacion plaquetaria y plaquetas.

Tomado y modificado de George L.A, et al.2011.

Para la descripcidon morfolégica de CPE se han utilizado diversas técnicas de
cultivo describiéndose dos tipos: CPE “tempranas” que aparecen 4-7 dias después
del cultivo y que tienen forma de huso y expresan marcador endotelial como factor
von Willebrand, marcador monocitico CD14. Las CPE “tardias” que se desarrollan
después de 2-3 semanas de cultivo y tienen caracteristicas de linaje endotelial
como el patron en empedrado (coblestone) y la expresidon de Oxido nitrico
sintetaza endotelial (40).

Se han descrito dos poblaciones obtenidas de MO con diferente expresion de
antigenos de superficie: tempranas que expresan un patron VEGFR2+/VE-
cadherina+/CD14+/CD45+ y tardias que expresan CD14-
/CD34+/VEGFR2+/AC133+, pero ambas tienen la capacidad de inducir

revascularizacién (10).
Las células endoteliales son el elemento necesario para la angiogénesis, para que
esto ocurra deben existir estimulos, la mayoria de ellos perjudiciales para el

organismo, para que las CPE lleven a cabo su funcién y mantengan la
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homeostasis. Como se describié anteriormente las CPE expresan diferentes
antigenos de superficie y morfologia, por lo que existen diferentes tipos de estas
células. Su origen tampoco no esta del todo determinado, aunque existen
evidencias que provienen de MO, pero no todos los tipos de CPE provienen de
este tejido. La caracterizacion y aislamiento de CE en MO se torna de gran interés

para entender de mejor forma la funcién y origen de CPE.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen diversas técnicas para el aislamiento y caracterizacion de CPE
provenientes de sangre periférica, las cuales son dificiles de obtener por su baja
frecuencia. Las técnicas descritas para la obtencion de CE son muy complejas y
costosas, por lo que facilitar y mejorar esta técnica es de suma importancia. La
obtencién de CE en MO, considerando que en este tejido hay un mayor niumero de

éstas células, podria facilitar el aislamiento y caracterizacién de CPE.

4. JUSTIFICACION

La obtencion de células endoteliales a partir de sus progenitores, ha sido
abordada por diversos grupos de trabajo, o que ha llevado a conocer su fenotipo y
caracteristicas funcionales. Sin embargo, en lo que respecta a la MO, poco se
conoce acerca de la identificacién endotelial, por lo que en este estudio se
abordaron aspectos relacionados a la seleccidon e identificacion de células
endoteliales a partir de poblaciones de células mononucleares provenientes de
MO. Este estudio permitirda en un futuro determinar la identificacion de CE
obtenidas de MO de pacientes con trombosis y detectar posibles alteraciones
funcionales descritas como disfuncion endotelial, considerada como otro factor de

riesgo para predisposicion a trombosis.
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5. HIPOTESIS

Diversos estudios han reportado la presencia de células progenitoras endoteliales
en sangre periférica normal humana y si consideramos que estas células pueden
tener un origen comun al tejido hematopoyético, es probable que en médula 6sea
existan progenitores endoteliales con caracteristicas fenotipicas y funcionales

semejantes a los ya descritos en sangre periférica.

6. OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener in-vitro, células con caracteristicas fenotipicas y funcionales de CE a

partir de CMN provenientes de médula ésea normal.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener y sembrar CMN provenientes de médula 6sea de sujetos de

clinicamente sanos.

¢ |dentificar por citometria de flujo en el dia 28 de cultivo, células adherentes

con fenotipo especifico para células endoteliales: CD146, CD45 y CD90.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 MUESTRAS CONGELADAS

Para el desarrollo del presente protocolo, se descongelaron 10 diferentes
muestras de células mononucleares (CMN) de médula ésea normal, las cuales
fueron colectadas de sujetos clinicamente sanos, previo consentimiento informado
de las caderas que se seccionan quirurgicamente (y que normalmente son

sometidas a cremacién ya que no tienen ninguna otra utilidad) y que requieren un
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reemplazo articular en el Servicio de Cirugia de Reemplazo de Cadera del
HGR/UMMA No. 2 Villa Coapa del IMSS. Dichas muestras fueron previamente
congeladas y almacenadas a -170°C, en el laboratorio de cultivo celular de la
Unidad de Investigacion Médica en Trombosis Hemostasia y Aterogénesis del

Hospital Gral. Regional No. 1. Dr. Carlos Macgregor Sanchez Navarro del IMSS.

De igual manera, como control positivo de CE descongelamos y usamos las
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), que fueron obtenidas de
cordones umbilicales de nacimientos a término, tanto de cesareas como partos
normales, del Hospital General de Zona Troncoso, del IMSS. Las muestras de MO
y de cordén umbilical se obtuvieron de acuerdo con las Normas Institucionales y
del Comité de Etica del Hospital General Regional No. 2 Villa Coapa y del

Hospital General de Zona Troncoso IMSS.

7.2 CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIALES (CE)

Las CMN se resuspendieron en medio-199 (GIBCO, USA) al 10% de Suero Fetal
Bovino (SFB), suplementado con 10 ng/mL de penicilina/estreptomicina (GIBCO,
USA) y Gentamicina (Corporation Invitrogen, USA) antimicético, 10 ng/mL de
Anfotericina B (GIBCO, USA). Las células fueron sembradas en placas de plastico
para cultivo de 6y 24 pozos (Corning, USA), 200,000 células/pozo, se incubaron
a una temperatura de 37°C en una atmosfera de 5% de CO, y condiciones de
humedad (Incubadora Nuaire, USA). El numero de células nucleadas y CMN
viables fue determinado mediante el uso de una camara de Neubauer (Marienfeld,
Germany) con solucion diluyente de Turk y azul tripano respectivamente (Hycel,
México). Cada 3 dias el medio de cultivo fue sustituido por medio fresco, hasta
que las células llegaron a una confluencia del 60 al 80 %. Al cuarto dia se
recolectaron las células del sobrenadante (no adherentes) y fueron utilizadas para
otros estudios. A las células adheridas en los primeros dias se les puso medio
fresco, respectivamente, las cuales una vez ubicadas (Invitrogen, USA) para
disociar a las CE, posteriormente fueron sembradas en un nuevo pozo y asi se

mantuvieron por otros 7 dias mas en cultivo o 28 dias en total desde el inicio; en
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este punto llegaron a una confluencia del 60 al 80%, es aqui donde ya obtuvimos
CE, libres de otras células contaminantes tales como células hematopoyéticas,

mesenquimales y fibroblastos.

7.3 MORFOLOGIA CELULAR

Se observaron las células con un microscopio invertido (Olympus, Japan) y se
tomaron imagenes con una camara fotografica microPlublisher 5.0 RTV
(Qimaging, Canada), en los dias cero y 28 de cultivo, para analizar los cambios

morfolégicos observados en las células obtenidas.

7.4 INMUNOFENOTIPO DE LAS CE

Las células sembradas en el dia cero y las detectadas en el dia 28, en fase de
confluencia fueron cosechadas con Tripsina al 0.05% en EDTA (Invitrogen, USA)
por 5 min a 37 °C, se inactivo a la enzima con SFB y se resuspendieron en medio
199 y se contaron. Se colocaron 1 X 10° células en tubos de plastico (eppendorf,
Germany). Posteriormente fueron centrifugadas a 500 g y el sobrenadante fue
eliminado; las células fueron incubadas (4°C por 30 min) con 5 pl de los
anticuerpos monoclonales anti-humano de ratén, conjugados con diferentes
fluorocromos, los anticuerpos a una concentracion de: 20 ug/mL de CD45 (MACS,
FITC), CD90 (eBiosciencie, APC) y CD146 (MACS, FITC). Posteriormente se
realizd un lavado a las células con PBS al 3% de SFB. Finalmente se adquirieron
30,000 eventos en un Citometro de Flujo (FACS Calibur) (Becton Dickinson, Co.
USA). También se realiz6 el analisis por citometria de flujo a las CMN cuando se

obtuvieron en el inicio del cultivo (dia 0).

7.5 ENSAYO DE ESTRUCTURAS TUBULARES

Las CE del dia 28 (2 x 10° por 75 cm?) se sembraron en medio 200PRF con un
suplemento de crecimiento bajo en suero (GIBCO, USA) en un volumen total de
15 mL. Se hicieron cambios de medio cada 24 horas durante 5 dias, hasta tener

una confluencia de las CE aproximadamente del 80%. Al dia 6 se traté un pozo de
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una placa de 96 pozos con 50 uL de Geltrex™ (GIBCO, USA), se cosecharon las
células del pozo con Tripsina al 0.05% (Invitrogen, USA). Se sembraron 3.5-4.5 x
10* células junto con el medio suplementado en la placa pre-tratada previamente,
se incubaron toda la noche y se observaron las estructuras tubulares al dia 7 del

ensayo.
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8. RESULTADOS

En la figura 1 se observa un cultivo de células HUVEC obtenidas de la vena de
cordon umbilical usadas como control (pasaje 3). En la imagen A (contraste de
fases 4x) se observan células pequefas que forman colonias de CE, son
esféricas y se agrupan en conglomerados, con aspecto de empedrado
(cobblestone). En la imagen B (contraste de fases 10x) se observan células

grandes que se tomaron de una colonia, con morfologia alargada.
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Fig.1. Cultivo de células HUVEC. Las células HUVEC obtenidas de la vena del cordén umbilical humano fueron
sembradas, expandidas y usadas como control en el pasaje 3, en donde se observan células grandes y pequefias. A)
Colonia de CE formado por células pequefias y B) Regién tomada de una colonia formada por células grandes.
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En la figura 2 se muestran cultivos de CMN de MO no adherentes. En el dia 0y 4
(fig. 2 A-B) es la primera fase de adaptacion donde las células van anclandose
paulatinamente al medio, en estos dias se observan CMN, las que no son
adherentes se eliminan en los cambios de cultivo con forme pasan los dias (fig 2
C-D), en el dia 7 y 14 de cultivo ya solo se observan las células adherentes, las
cuales forman clusters. En el dia 21 y 28 de cultivo (fig 2 E-F) se muestra la
formacion de colonias de células endoteliales, que se definen asi basandose en
los criterios morfolégicos como una monocapa confluente con patrén de

empedrado o cobblestone, similar al control (HUVEC).
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Fig.2. Cultivos de CMN de MO no adherentes. A) Las CMN sembradas desde el inicio del cultivo conocido como dia
cero, que permanecieron en el sobrenadante fueron sembradas en otra placa de cultivo cubierto con fibronectina; B) 4 dias
de cultivo; C) 7 dias de cultivo; D) 14 dias de cultivo; E) 21 dias de cultivo, en donde se detectan células endoteliales que
fueron clonadas y F) cultivo de células endoteliales clonadas a 28 dias de cultivo. Las imagenes fueron captadas en
microscopio de contraste de fases.
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Con el fin de determinar las caracteristicas fenotipicas de las células en cultivo en
el dia 0 (CMN) y dia 28 (CE tardias) se realizé citometria de flujo y se comparo
con las obtenidas con HUVEC. Se usaron los marcadores de superficie CD 146,
CD 45y CD 90.

La presencia de CD146 (marcador de célula endotelial) con una intensidad de
fluorescencia positiva en color azul para células adherentes de cultivo en el dia 28
y en HUVEC, pero negativa en CMN (dia cero). La expresion de CD 45 es positiva
en CMN vy negativa en CE tardias y HUVEC, lo que indica que en el dia 28 de
cultivo ya no existen CMN de origen hematopoyético. EI marcador de superficie
CD 90 se expresa en CMN y esta ausente en CE tardias y en el control (HUVEC),

lo que indica que en el dia 28 de cultivo no existen células mesenquimales.
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Fig.3. Expresion de antigenos de superficie de CE (tardias), hematopoyéticas y mesenquimales. La presencia de
CD146 es negativa en CMN (dia cero), pero positiva en el dia 28 de las células adherentes. A). Las proteinas de células
mesenquimales (CD90) y hematopoyéticas (CD45) es positivo en el inicio del cultivo de las CMN (Dia cero) y ausente en el
dia 28 B) y C) respectivamente. Se usaron a las células HUVEC como control del experimento. La figura muestra una
imagen representativa de tres experimentos independientes.
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Para comprobar la funcion de las CE tardias del dia 28 de cultivo se realizé un
ensayo de estructuras tubulares. Dentro de las 24 horas de incubacion de estas
células se formd una red de capilares en una superficie recubierta con una matriz
de gelatina. Tanto HUVEC fig. 4-A como CE tardias fig. 4-B forman estructuras
tipicas de CE.

Fig.4. Formacién de estructuras tubulares de células adherentes y no adherentes. 4 x 10* de CE purificadas, tratadas
por una semana con medio 200PRF suplementado por LSGS, fueron sembradas sobre una base de gelatina (Geltrex) y a
las 24hrs se observaron las uniones célula-célula dando la apariencia de una red. A) HUVEC B) CE a los 28 dias de cultivo.
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9. DISCUSION

Desde 1997, cuando Asahara describio CPE en sangre periférica diversos grupos
de trabajo se han enfocado en aislar y caracterizar estas células, sin embargo su
baja frecuencia hace dificil su obtencion. Las técnicas utilizadas siempre parten de
un cultivo de CMN, sean estas de sangre periférica (32), placenta (41), o cordén
umbilical. Para aislar y caracterizar el fenotipo de CE en medula ésea normal

partimos igualmente de CMN que se obtuvieron de aspirado de medula 6sea.

Las CMN obtenidas fueron abundantes, de aspecto esférico y birrefringente, las
cuales se cultivaron en pozos recubiertos con fibronectina en un medio de cultivo
que contiene factores de crecimiento endotelial, antibidticos y suero fetal bovino,
después de 4 a 7 dias en cultivo, y conforme a los cambios de medios, las células
no adherentes se eliminaron y las células adherentes en el dia 14 se observan con
aspecto poligonal y formando clusters. En el dia 21 y 28 se empiezan a ver con
mayores uniones intercelulares hasta llegar a un estado de semiconfluencia con
aspecto de “empedrado” (cobblestone) que es caracteristica de células
endoteliales, determinado asi por la comparacion que se hace con HUVEC, las
cuales muestran el mismo patron (40). Esta técnica para aislar CE fue usada de
igual manera por diferentes grupos de trabajo (42, 43). Por lo tanto, las CE solo se
pueden definir en este ensayo, por su aspecto morfoldégico (empedrado) y la
adhesion a la fibronectina en el medio de cultivo. Aunque este es un método
simple para aislar una poblacién de células endoteliales por su capacidad de
adherencia, puede ser inadecuado debido a la falta de especificidad de las células
obtenidas (44). Sin embargo, el complementar la caracterizacion de estas células

con citometria de flujo y ensayos de funcionalidad aumentan la especificidad.

Las CMN obtenidas de la medula ésea muestran en el dia 0 y 4 de cultivo gran
heterogeneidad celular, incluyendo numerosas células sanguineas o células
progenitoras las cuales expresan los receptores de la integrina para fibronectina y
se adhieren a las placas recubiertas con esta molécula. De hecho, los monocitos
son la poblacion celular mas abundante de las CMN y cuando se siembran en
placas recubiertas de fibronectina, se adhieren, al cultivarse en medios que

contienen factores de crecimiento endoteliales expresan una variedad de
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proteinas que normalmente solo estan en las células endoteliales (factor de von
Willebrand, 6xido nitrico sintasa endotelial, CD31, CD144, y el receptor de factor
de crecimiento endotelial vascular 2 [KDR]) (46, 47). Por lo anterior, este método
muy sencillo de aislamiento de CE adherentes a partir de CMN in vitro no
garantiza la aparicion unica de CE. Por lo que es necesario complementar con
otras técnicas, como de funcionalidad, para garantizar la presencia de CE. En este
estudio se complemento usando citometria de flujo para los marcadores de
superficie CD146, CD45 y CD90, vy posteriormente un ensayo de estructuras

tubulares.

Un segundo método de identificacion de CE se ha basado en la identificacién de
un patron particular de la expresion de antigenos de superficie de la célula. Por lo
que se determind por citometria de flujo CD146, CD45 y CD90 en CMN, CE (28
dias de cultivo) y en células HUVEC, las cuales se usaron como control. En cuanto
a la expresion de antigenos de superficie en los histogramas correspondientes
para células HUVEC que se describen como endoteliales, presentan un patron
CD146+, CD45-, CD90-, esto corresponde al patron de expresion de antigenos de
superficie para esta célula, al tener CD 45- y CD90- que indica que no son de

origen hematopoyético ni mesenquimal respectivamente.

El marcador de superficie CD146 en el dia cero de cultivo de CMN es negativo,
pero en el dia 28 se detecta como positivo. Esto sugiere que existe gran
heterogeneidad de CMN en MO y que podria existir un numero restringido de CE
en estas células por lo que este marcador es negativo inicialmente, sin embargo al
dia 28 de cultivo, donde solo existen células adherentes y donde ya se eliminaron
las células no adherentes, el CD146 es positivo, esto indica que las células
adherentes son endoteliales y que correlaciona con la caracteristica morfologica.
Estos resultados para CD146 corresponden a lo reportado por otros trabajos (32,
33, 41) que para la identificacion de CE parten de CMN.

Con respecto a lo anterior, el CD45 que es un marcador de células
hematopoyéticas es positivo en el dia 0, confirmando que las CMN de MO son en

su mayoria de origen hematopoyético, pero en el dia 28, este marcador es
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negativo para CE, lo que indica que las células hematopoyéticas que carecen de

capacidad adherente son eliminadas y que solo quedan en el cultivo CE.

De igual forma, el CD90 marcador de células mesenquimales es positivo en el dia
0 y negativo en el dia 28, caracteristica similar con el CD45, lo que indica que en
las CMN de MO del dia 0 existe gran cantidad de células mesenquimales, que al

no poder adherirse se eliminan y ya no son detectadas en el dia 28.

Las CMN de MO en el dia 0 presentan un patron: CD146-, CD45+, CD90+, que
indica mayor numero de células hematopoyéticas y mesenquimales y menor
frecuencia de CE. Sin embargo para el dia 28 se presenta un patrén CD146+,
CD45-, CD90-, que indica que son CE sin presencia de células hematopoyéticas ni

mesenquimales. Esto corresponde con el patrén de las células control HUVEC.

Para corroborar que las células de cultivo del dia 28 son CE se realiz6 ademas un
ensayo de estructuras tubulares, en el cual se observa la unién célula - célula

dando la apariencia de una red, similar a la que se forma en el control HUVEC.

Con esta técnica de aislamiento y caracterizacion se puede determinar que existe
CE con un perfil de expresion CD146+ / CD 45- / CD 90-, sin contaminacién de
otro tipo celular, que a su vez se correlaciona con la estructura morfoldgica tipica
de empedrado de estas células, asi como también la capacidad de formar
estructuras tubulares. Sin embargo no se puede determinar si estas células son
CPE o CFCE, esto debido a que se necesita determinar mas antigenos de

superficie de estas células segun lo reportado en varios estudios (48).
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10. CONCLUSIONES

Las células mononucleares obtenidas de Médula 6sea son de linaje mesenquimal,
hematopoyético y en baja frecuencia endotelial, esto se determina asi por la
presencia de CD146-, CD45+ y CD90+. En el dia 28 de cultivo se observa
morfologia tipica de semiconfluencia con aspecto de empedrado, caracteristica de
CE, para complementar la identificacion se obtuvo un patrén CD146+, CD45- y
CD90- que demuestra que no hay células de origen hematopoyético ni
mesenquimal. Posteriormente estas células formaron estructuras tubulares cuando

se sembraron en una matriz.

Se concluye que las células obtenidas en el dia 28 son endoteliales, esto es
porque cumplen con la morfologia, patron CD146+, CD45- y CD90-, ademas de su

capacidad de formar estructuras tubulares.
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