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Determinacién del efecto de la tensién de oxigeno sobre las Células Progenitoras Endoteliales

Resumen

Las células progenitoras endoteliales son células procedentes de la médula dsea parcialmente
diferenciadas a célula de la pared endotelial. Mantienen las capacidades de proliferar y de circular, en
muy baja proporcion, por el flujo sanguineo hasta zonas donde el endotelio esté dafiado o sea necesaria
la creacién de nuevos vasos (angiogénesis), lugar donde sustituyen a las células endoteliales danadas o
crean ramificaciones del sistema circulatorio. Por este hecho han sido propuestas como candidatas para
su uso en terapia celular, pero requeririan una etapa de expansidn in vitro que permitiera conseguir

cantidades suficientes.

Se ha observado in vivo que su presencia estd aumentada en condiciones de hipoxia, hecho que se
explicaria porque una de las funciones de estas células es la generacion de vasos sanguineos de novo en
zonas con una falta patolégica de riego sanguineo. Observaciones preliminares realizadas en el grupo
donde se desarroll6 este trabajo sustentaban la idea de que el uso de hipoxia en el medio de cultivo

durante la expansién de estas células podria acelerar su crecimiento.

Por ello el objetivo propuesto fue analizar el efecto de la hipoxia en distintas variable relacionadas con el
crecimiento de las células progenitoras endoteliales in vitro. Para ello se compararon las condiciones de

cultivo estandar con el uso de oxigeno al 4% en atmdsfera controlada.

No se observé un efecto significativo de la hipoxia en la proliferacién global de las células, aunque si en
su capacidad clonogénica. De manera complementaria no se observaron diferencias en el indice de
proliferacidn, pero si una tendencia a que una menor proporcion de células entraran en apoptosis en

condiciones de hipoxia.
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Determinacién del efecto de la tensién de oxigeno sobre las Células Progenitoras Endoteliales
Introduccidon

El endotelio vascular y las células endoteliales

Debido a su tamafio los organismos superiores han desarrollado a lo largo de la evoluciéon un complejo
sistema de reparto de los nutrientes y recogida de los deshechos capaz de alcanzar todas las células del
individuo. Los circuitos mds importantes que participan en esta conexién son el circulatorio sanguineo,
encargado del transporte y distribucion de nutrientes, hormonas y células a las diferentes zonas, y el
linfatico, encargado de la recogida de fluidos y punto de concentracidon de la mayoria de células del
sistema inmune para hacer frente a infecciones, dado que tarde o temprano los patdgenos alcanzardn un

ganglio linfatico.

Estos vasos se componen de una serie de capas o sustratos formados por diversos tejidos que les
confirieren sus carecteristicas. De esta forma, si realizamos un corte transversal de uno de ellos se
pueden apreciar niveles concéntricos de células diferentes conformando el conducto en si. Cada
conducto, arterias, venas, capilares y vasos linfaticos, tienen funciones y un contenido (Kelly, 2013)
marcadamente diferentes, y por lo tanto, su composicién en cada uno de estos tejidos varia de acuerdo

a las necesidades fisioldgicas para poder cumplir dichas funciones.

* Arterias: Tipicamente consideradas como los conductos salientes del corazén. Transportan sangre
con un contenido rico en nutrientes y oxigeno y soportan una presién superior al resto de vasos
(ver Figura 1), poseen tres capas principales en su estructura; la tunica intima, formada por el
endotelio en contacto con el flujo sanguineo y el estroma de soporte, la tinica media formada
por musculo que participa de la regulacién de la presion segun las necesidades del momento, y la
tunica adventicia mas externa con tejido conjuntivo que actia como base estructural de la arteria

(ver Figura 2).

¢ Venas: A diferencia de las arterias, las venas son aferentes hacia el corazén. Poseen menor
musculatura ya que soportan menos presion (ver Figura 1), pero por este mismo motivo tienen
valvulas dispuestas regularmente para evitar que la sangre circule en direcciéon contraria a la
fisiologica. Histolégicamente la tunica media, muscular, suele incluirse con la adventicia,
conjuntiva, en una Unica capa, quedando sélo ésta y la intima, endotelial (ver Figura 2). Son mas
eldsticas y una de sus funciones mas importantes es como reservorio de sangre cuando la tension

requerida en el cuerpo disminuye.
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Figura 1: Muestra la estructura de los diferentes
conductos del sistema vascular asi como las

caracteristicas de su flujo. Extraida de Wikipedia.
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arteries arteries Capillaries

e Capilares: Mucho mas estrechos y Unicos con capacidad de intercambiar su contenido con los

tejidos circundantes, los capilares tienen, por necesidad, una pared mucho mas estrecha
compuesta casi Unicamente por las células endoteliales y el estroma de soporte de aquellas.
Algunos llegan a encontrarse fenestrados, con zonas en las que no hay contactos cerrados entre
las células, para facilitar aun mas este intercambio. A pesar de esta estrechez, gracias al alto

numero de capilares, soportan una presidon menor a los vasos mas grandes (ver Figura 1).

e Conductos linfaticos: Su estructura es muy similar a los capilares y las venas, dado que su funcién
es recoger el exceso de liquido vertido sobre los tejidos, que acaba volcandose en el torrente

sanguineo de nuevo, en las venas cava superior y subclavia izquierda.

Como se puede observar, las diferencias entre los diferentes conductos son muchas y muy importantes,

pero un elemento omnipresente es el endotelio. Esto se debe a que las células endoteliales son las

ARTERIA YEMA

OAPILAR Figura 2: Gréafico de un corte histoldgico

Epitetio . comparando una arteria, una vena y un capilar.

Imagen extraida de Wikipedia.
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encargadas de realizar diversas funciones imprescindibles en todos ellos. Gracias a una produccidn de
proteinas finamente regulada, detectan modificaciones quimicas, como la concentracion de ciertas
hormonas o citoquinas proinflamatorias, y estimulos mecanicos, como el estrés hemodindamico debido a
hipertensién, y asi responder apropiadamente, ellas mismas o induciendo un cambio en los tejidos

circundantes (Badiman, 2006).

Las células endoteliales se especializan para cumplir sus diferentes cometidos durante el desarrollo
embrionario del organismo, llegando al punto en que la respuesta que ofrecen a las diferentes sefiales
entrantes, su composicién proteica e incluso su expresidén genética se hace diferente, no sélo entre los
diferentes vasos, ya que se han encontrado diferencias de importancia incluso entre el mismo tipo de
vasos provenientes de diferentes érganos (Ribatti, 2002). Unas diferencias originadas tanto por sefales
proporcionadas por el tejido circundante como por la expresidon genética propia de las células de cada

zona (De la Paz, 2008).

Las células endoteliales son las encargadas de regular la tensién arterial de acuerdo a la informacién que
reciben respecto a la presion soportada en un momento dado o las necesidades del organismo de
acuerdo a moléculas detectadas en el flujo sanguineo, como la insulina (Back, 2012) que induce la
generacion de éxido nitrico, por activacién de la Oxido Nitrico Sintasa Inducible, que provoca la
relajacidon de las células musculares lisas de la tunica media, regulando asi el tono vascular. Son las
encargadas de regular el paso desde la luz vascular a los tejidos circundantes, no sélo de nutrientes y
compuestos, también de macromoléculas, como las lipoproteinas, y células como los linfocitos,
exponiendo los receptores adecuados para su retencidn, captacién y reclutamiento a las zonas donde
son requeridos. Ademas son participantes de gran importancia en el proceso de coagulacién, emitiendo
factores para activar las plaguetas y la cascada de coagulacidn, asi como inhibir todo este proceso
mientras no sea necesario que se produzca, exponiendo a la luz vascular una superficie antiagregante y

antitrombocitica (ver Figura 3) (Badimon, 2006).

Si la capa endotelial se rompe, el contenido de los vasos sanguineos entrard en contacto con el tejido
conjuntivo subyacente que soporta al musculo en la tunica media, y éste activara la cascada de
coagulacion (Cooley, 2012). Siendo por tanto de extrema importancia el mantenimiento de la integridad
del endotelio en condiciones fisioldgicas, ya que de lo contrario podria dar lugar a severos problemas

pudiendo llegar a causar la muerte (Skagius, 2008) por formacion de coagulos o trombos.
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Funciones reguladas por el endotelio

Células circulantes

Moléculas vasoactivas .
Plaguetas Fuerzas fisicas

Trombina Leucocitos - -

Metabdlitos del AA Flujo sanguineo

BK, 5HT, ADP Presion arterial
. SHT, \ / Distension

Transduccion

fuerzas mecanicas | = Coagulacion
Fibrindlisis

‘ Barrera selectiva ‘-

Agregacion
plaquetaria

‘ Adhesién leucocitos ‘

‘ Tono vascular ‘ ‘ Proliferacion CMLV

Figura 3: esquema de la informacion entrante al endotelio y las respuestas que éste produce. Imagen extraida de
(Badimon, 2006).

Para cumplir su funciéon de pared y frontera las células endoteliales poseen una morfologia muy
caracteristica, extendida y geométrica formando una monocapa, adquisicién en la que parece participar
el metabolismo del colesterol (Dick, 2013). Se adhieren con facilidad sobre superficies que lo permitan,
lo que incluye colageno, fibronectina, pldstico empleado habitualmente en cultivos celulares e incluso,
aunque con menos eficacia, vidrio sin tratar gracias a que poseen diversas proteinas de adhesion.
Ademads entre ellas poseen uniones muy estrechas, denominadas en inglés “gap junctions”, formadas
por poros formados por la proteina conexina 37 entre otras (Karen, 1993), que les permiten incluso el
intercambio de ciertos mensajeros y moléculas pequeiias entre sus citosoles. Emplean esta
comunicacién para transmitir respuestas por una zona del endotelio y asi coordinar su respuesta
(Boedtkjer, 2013). Algunas enfermedades, como la diabetes o la isquemia, impiden una correcta

comunicacidn entre las células endoteliales y producen efectos patoldgicos.

Las células endoteliales no sélo se encuentran en constante comunicacién entre si, sino que también
reciben un importante flujo de informacién desde el propio flujo sanguineo, siendo las receptoras de
diferentes hormonas para transmitir la sefial a los tejidos subyacentes o respondiendo ellas mismas. Se
ha mencionado ya la insulina, que induce una reduccion en la tensién arterial (Back, 2012), mecanismo
relacionado con la hipertension sufrida por los individuos diabéticos (Kim, 2006). El TNF-a, por el

. ____________________________________________________________________________________________________________|
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contrario, induce inflamacién del endotelio, como en otros tejidos, induciendo por parte de las células
endoteliales la pérdida parcial de la proteina VE-cadherina para facilitar la extravasacion de células del
sistema inmune (Seynhaeve, 2014), a cuya induccién de apoptosis resiste gracias a la sobreexpresion de

la proteina antiapoptdtica TNFAIP3 (Guo, 2014).

Con el tiempo se ha observado que, de hecho, el papel de las células endoteliales en el desarrollo
tumoral es de una importancia capital, no sélo por la necesidad de los tumores en rdpida expansion de
tener acceso a los nutrientes transportados por los vasos formados por aquellas, sino también para
remodelar de forma efectiva la matriz extracelular. Esto se debe a la expresién de metaloproteinasas por
parte de las células endoteliales para poder abrir hueco y generar nuevos vasos sanguineos que rieguen
todo el organismo (Mauro, 2010), ademas son capaces de producir por si mismas esta matriz, secretando
fibronectina (Korybalska, 2013). Gracias a estas capacidades también juegan un papel muy importante
en la regeneracidon de tejidos danados, como el dseo, donde se requiere un intenso trabajo de
remodelado de la matriz (Xue, 2013). Ademas, el endotelio, en su papel de regulador del transporte
entre el interior y exterior de los vasos sanguineos, actia como frontera que las células cancerigenas
deberan superar para poder llevar a cabo la metdstasis. Debido a estos dos puntos, se han encontrado
multitud de casos en los que las células cancerigenas han alterado sus mecanismos de interaccidn con las
células endoteliales, ya sea por contacto directo con proteinas de superficie (Sennoune, 2014), secrecion
de fragmentos proteicos sefializadores (Sato, 2014) o proteinas completas (Kim, 2013), o incluso

mediante exosomas (Tadokoro, 2013).

En resumen, el endotelio, formado por células endoteliales, resulta de extrema importancia para la
homeostasis de un organismo debido a sus funciones de organizacion del transporte vascular, recepcién
hormonal, regeneracidn de tejidos, ayuda al sistema inmune y lucha contra el proceso de metdstasis. Por
supuesto, en el momento en el que un tejido de esta importancia deja de funcionar correctamente

aparecen problemas y enfermedades que pueden llegar a poner en riesgo la vida del paciente.

Un caso patoldgico especialmente grave para este tejido es la acumulacién de colesterol y otras grasas
en placas ateromatosas (Ross, 1999) (ver Figura 4). Cuando un exceso de grasas transportadas por las
lipoproteinas de baja densidad se acumula en el endotelio receptor, induce una serie de problemas que
resultan en la inflamacién de la zona y remodelacidn de la matriz, gracias a las metaloproteinasas de que

disponen las células endoteliales. Esta inflamacién induce, como se ha comentado, la expresion de
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proteinas de adhesion al flujo sanguineo que captan monocitos. Estos monocitos reclutados a la zona

afectada, en un intento de retirar las acumulaciones lipidicas, se diferencian a macréfagos y endocitan

todo el material que les es posible, llegando a entrar en apoptosis e induciendo por tanto mas factores

de inflamacidn que no hacen sino reclutar mas células del sistema inmune y agravar el problema (Fenyo,

2013). Ademas, las células endoteliales estresadas acaban entrando en senescencia, lo que reduce su

capacidad proliferativa y aumenta su expresion de proteinas de adhesidon solubles ,sICAMs (Korybalska,

2013), que también ayudan a que, a la larga el resultado sea la formacién de una placa aterosclerética

que obstruye la luz del vaso. En el momento en que esta obstruccidon sea completa se provocara un

infarto. Otra posibilidad es que quede al descubierto una zona sin cubrir por tejido endotelial,

provocando el inicio de la cascada de coagulacidon que, como se ha explicado, en muchos casos genera

NOMANCLATURE AND
MAIN HISTOLOGY

Initial lesion

* histologically "normal”
+ macrophage infiltration
« isolated foam cells

Fatty streak

mainly intracellular lipid
accumulation

Intermediate lesion
+ intracellular lipid accumulation
« small extracellular lipid pools

Atheroma

* intracellular lipid accumulation
 core of extracellular lipid

Fibroatheroma
« single or multiple lipid cores
» fibrotic/calcific layers

ENDOTHEHELIAL DYSFUNCTION

* surface defect
+ hematoma-hemorrhage
+ thrombosis

SEQUENCES IN PROGRESSION
OF ATHEROSCLEROSIS

EARLIEST
ONSET

MAIN GROWTH CLINICAL
MECHANISM COLLERLATION

from
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clinically
silent
growth
mainly by
lipid
addition
from
third —
decade
increased
smooth | clinically
muscle silent
and or overt
collagen
from increase
fourth
decade
thrombosis
and/or
hematoma

Figura 4: Diagrama que muestra la evolucion progresiva de una placa ateromatosa. Extraida de Wikipedia.
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un trombo con la consiguiente posibilidad de infarto en otra zona.

Las Células Progenitoras Endoteliales

Como ya se ha comentado, las células endoteliales son células adultas, maduras, muy especializadas. Se
ha observado que son capaces de llevar a cabo la angiogénesis, la extension de vasos preexistentes para
irrigar correctamente una zona, por ejemplo tras sufrir una herida. Sin embargo, como células
diferenciadas que son, su capacidad proliferativa es habitualmente baja, tendiendo a extenderse para
cubrir zonas antes que aumentar su nimero, capacidad excepcionalmente reducida en algunos tejidos,
como el de rifidn, que los hacen especialmente vulnerables a algunas patologias (Basile, 2012). Si que se
tiene constancia desde hace tiempo (Schwartz, 1976) de la existencia de zonas o reservorios celulares
donde la proliferacién de estas células es muy superior al resto. Este misterio fue resuelto en 1997 con el

trabajo de Asahara et al. dando a conocer las células progenitoras endoteliales (Asahara, 1997).

La definicion exacta de célula progenitora endotelial ha variado sensiblemente a lo largo de los afios, sin
embargo estdn generalmente aceptadas como una subpoblaciéon minoritaria de las células blancas
circulantes en sangre periférica de todos los individuos, tanto adultos como neonatos, que combinan
caracteristicas de célula madre hematopoiética y de célula endotelial. Esto quiere decir que son células
gue aun no han completado su diferenciacion y por lo tanto son capaces de proliferar rapidamente, si
resulta necesario, gracias a que poseen actividad telomerasa pero que ya no son multipotentes, si no
gue han comenzado a adquirir caracteristicas de célula endotelial y Unicamente pueden resultar en este

tipo celular.

Tras su descubrimiento en 1997 (Asahara, 1997), pronto se observé que lo que originalmente se habia
supuesto como una poblacién con Unicamente una o dos subpoblaciones celulares era, en realidad, una
heterogénea mezcla de clasificacion bastante mdas compleja que aun hoy es fruto de debate. El problema
reside en que las células progenitoras endoteliales (EPCs), que se encuentran en pleno proceso de
diferenciacién, varian con el tiempo sus caracteristicas y contenido proteico, lo que incluye sus
marcadores de superficie, haciendo que la seleccidn por citometria de flujo no sea sencilla. Sin embargo,
el FACS es la técnica de preferencia para confirmar la presencia de células progenitoras endoteliales
debido a la bajisima proporcién existente en la fraccion de células blancas de sangre periférica,

aproximadamente suponen entre una y diez de cada millon de células mononucleares en sangre,
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teniendo en cuenta que el contaje habitual se encuentra entre 2 y 3 millones por mililitro de sangre y
gue un individuo normal posee unos 6 litros de sangre, se deduce que, de forma muy aproximada, el
numero de células progenitoras endoteliales circulando la sangre de un individuo en un momento dado
oscila entre las 20.000 y las 200.000, un nuimero irrisorio en biologia celular que exige la utilizacién de
técnicas que puedan manejar con facilidad grandes numeros de células como es la citometria de flujo.
De hecho, diversos trabajos (Myka, 2010 y Mund, 2012) inciden en este asunto para buscar un protocolo
gue resulte apropiado para el problema, incluyendo en el set de anticuerpos empleados
inmunoglobulinas contra marcadores propios de células inmaduras, como seria la glicoproteina de

membrana CD133, asi como marcadores propios de célula endotelial, como seria el receptor de VEGF

-'I‘: I'_. ’
Discard non-adherent
cedls daily

Re-plate
non-adherent cells

Colonies appear at d7-21

Early EPCs ‘Circulating angiogenic  Outgrowth endothelial cells
cells (CACs) (OECs)

5 o

Figura 5: Esquema de la obtencidon de células EPCs “tempranas” proangiogénicas, y EPCs “tardias” o “auténticas”

que forman colonias endoteliales. Imagen extraida de (Williamson, 2012).
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tipo 2 o KDR.

Las pruebas de cultivo tampoco son determinantes por si mismas, dado que entre las células
progenitoras endoteliales se pueden encontrar, también circulando en sangre, trazas de células madre
hematopoiéticas (Yoder, 2007), subpoblacidon que no da lugar a células endoteliales, sino a monocitos.
Estas células dificultaron aun mas la clasificacion correcta de las células progenitoras endoteliales, dado
gue se ha observado que in vivo también ayudan al proceso de extension de los vasos sanguineos, pero
por otro mecanismo. Este nuevo grupo, también muy heterogéneo, se ha venido a llamar células

circulantes angiogénicas (CAC) (Basile, 2014).

Algunas de estas CAC fueron encontradas creciendo junto a las auténticas EPCs en los primeros
momentos del cultivo, en un principio son las predominantes, pero posteriormente su numero decae
hasta desaparecer. A diferencia de aquellas, estas células que originalmente se llamaron EPCs
“tempranas” por su aparicién en los primeros estadios del protocolo de aislamiento, poseen una
expresion inferior de las proteinas VE-caderina, Flt-1 y KDR respecto de las que por entonces se
denominaron EPCs “tardias”, llamadas asi porque tardan mds en ser predominantes en el cultivo, y que
ahora se llaman células formadoras de colonias endoteliales, o ECFCs, ya que son las que si dan lugar a
colonias de células endoteliales (ver Figura 5). El funcionamiento de las EPCs “tempranas” o CACs, por el
que dieron resultados positivos en las pruebas de angiogénesis y dieron lugar a la confusion, se basa en
la secrecién de citoquinas proangiogénicas, como serian el VEGF o la Interleukina 8, que ayudan a la

proliferacidn y diferenciacion de las auténticas células progenitoras endoteliales (Yoon, 2004).

Estas ECFCs, en principio, parecen ser realmente las células que confieren a los organismos adultos la
capacidad de llevar a cabo la vasculogénesis, proceso por el cual se generan vasos sanguineos de novo en
una zona que lo requiera. Es un mecanismo de extensién del sistema vascular que, hasta hace un par de
décadas, se creia exclusivo del desarrollo embrionario y se diferencia de la angiogénesis, que si ocurre en
individuos adultos, en que en la angiogénesis se produce una extensién de vasos preexistentes, mientras
gue en la vasculogénesis se crean vasos nuevos e independientes que posteriormente se conectan con el
resto del sistema circulatorio. Las ECFCs, una vez aisladas por un protocolo de seleccién que incluye
morfologia, capacidad proliferativa y marcadores de superficie, dan lugar a colonias de células
morfolégicamente similares a células endoteliales normales, con aptitudes de secrecidon y comunicacién

también muy similares, asi como la mayoria de sus marcadores de superficie, incluyendo diversas
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proteinas de adhesién como son las cadherinas o las integrinas, pero con la diferencia importante de

poseer un potencial proliferativo muy superior a aquellas.

Precisamente atendiendo a su potencial proliferativo otros estudios (Ingram, 2004) aun las clasifican en
subpoblaciones mds especificas, concretamente encuentran las células formadoras de colonias
endoteliales de alto poder proliferativo (HPP-ECFCs) en sangre extraida de cordén umbilical, asegurando
gue estas lineas son capaces de alcanzar mas de 100 duplicaciones sin aparente pérdida de sus
propiedades. Si bien la ausencia de estas células por el momento en muestras de sangre periférica de
individuos adultos es debido al envejecimiento de todas las células del cuerpo o realmente se trata de

una subpoblacién sdlo presente durante el desarrollo fetal no esta claro.

Debido a que las ECFCs agrupan todas las cualidades buscadas a la hora de reparar endotelio dafiado se
han usado ya en estudios para determinar si seria posible su uso como biomarcador relacionado con el
progreso en pacientes afectados de enfermedades cardiovasculares, y es que, salvo algun trabajo
realizado antes de los estudios de optimizacién de su determinacion en sangre (Gliven, 2006), la mayoria
de estudios al respecto (Fadini, 2012 y Rehman, 2004) parecen indicar que su nivel en sangre es
inversamente proporcional al prondstico del paciente. Este hecho se explicaria como que a mayor nivel
de estas células en sangre mas efectivos serdn los mecanismos de reparacidon endotelial, tejido cuyo
dafio es el principal factor causante de estas patologias, aunque si su nivel es un efecto de otros factores
de riesgo cardiovascular o una causa en si misma estd por resolver. El principal problema al que se
enfrentan este tipo de estudio es el bajo nimero de estas células circulando requiriendo excelentes
protocolos de citometria de flujo (Estes, 2010), o bien, contabilizar otras subpoblaciones que, aunque

con menor efecto, también participan en la sustitucion y crecimiento del endotelio.

Las pocas células ECFCs que encontramos circulando en un momento dado serian las encargadas del
mantenimiento del endotelio, pero para hacer frente a problemas mas graves como seria la isquemia o
el infarto la importancia recae, mas que en este nimero, en la capacidad de cada individuo de movilizar
estas células cuyo reservorio se encuentra en la médula ésea (Asahara, 1999a y Parker, 2012). Se ha visto
que en este reclutamiento juega un papel muy importante el VEGF (Asahara, 1999b), indicandose en
algunos estudios de seguimiento de cohortes (Fadini, 2012) que el niumero de ECFCs de hecho baja
conforme aumenta el riesgo de infarto pero sufre un brusco aumento cuando éste se produce, aunque

sin alcanzar los niveles de los grupos control.
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A partir de estas observaciones del efecto beneficioso que tendria un incremento en estas células en
pacientes recuperandose de un episodio cardiaco, o que han sufrido por falta de riego en alguna zona, se
ha considerado que se podria desarrollar un tratamiento celular a partir de estas células (Fadini, 2012)
pudiendo incluso desbancar posibles usos de células madre embrionarias (Asahara, 2000), evitando
algunas cuestiones éticas que plantean aquellas. La idea seria extraer de una muestra de sangre
periférica esta fraccion celular, incluyendo o no otras que podrian ayudarlas, expandirlas in vitro para
posteriormente reinyectarlas en la zona danada que requiera un aumento del riego recibido, para
acelerar la recuperacion tras un infarto, o tal vez incluso para reducir el dafio en pacientes con
aterosclerosis. No existirian problemas de rechazo ya que el origen de las células seria el propio paciente,
pero de nuevo el mayor escollo se encuentra en el bajo nimero de las células, siendo el paso de
expansion in vitro critico para poder alcanzar un nimero con alguna utilidad. Ya se han realizado algun
estudios al respecto con resultados que indican una ligera mejoria con respecto a los controles (Botham,

2013).

El Efecto de la Tensidon de Oxigeno en el Medio

De todos es sabido que las condiciones in vivo nunca son exactamente iguales in vitro, a pesar de todos
nuestros intentos por imitarlas para asi obtener resultados extrapolables. Una de las condiciones que
habitualmente se desvia en cultivos de biologia celular es la tensién de oxigeno en el medio, una
caracteristica muy importante para algunos tejidos y ante la que pueden responder de diferente forma

(Toussant, 2011).

El motivo de esta desviacidn es, principalmente, la comodidad y facilidad de llevar a cabo el cultivo. En el
interior de los organismos superiores la cantidad de oxigeno disponible, esto es disuelto en el medio en
que crecen las células, se asemeja al que se obtendria con aproximadamente un 3% en el aire, con
algunas excepciones como serian la dermis y epidermis que, gracias a la captacién de oxigeno
atmosférico, se acerca mas al 6 y 18% respectivamente, siendo la epidermis un tejido que no requeriria
de oxigeno suministrado por la sangre para respirar (Stlicker, 2002). Esta concentracién del 3% se desvia
bastante de la que disponemos atmosféricamente, un 21%, y por lo tanto para alcanzarla se requieren
mecanismos de incubacion de mayor complejidad y precio para alterarlo. Tipicamente uno de los

métodos mas empleados para controlar el oxigeno disponible en un incubador es el desplazamiento

JAVIER LOZANO GERONA 13



Determinacién del efecto de la tensién de oxigeno sobre las Células Progenitoras Endoteliales

afiadiendo nitrégeno, un gas practicamente inerte, lo que exige un sistema de bombas y sensores, asi
como un espacio regulable hermético y una fuente de dicho gas, aumentando bastante los costes de su

mantenimiento.

La importancia especial del oxigeno disponible se debe a que las células requieren de éste para llevar a
cabo la respiracién, principal fuente de energia de las células aerdbicas, pero a altas concentraciones el
estrés oxidativo causado resulta perjudicial (Kaneko, 2012). Se ha observado que las células procedentes
de organismos superiores poseen un margen 6ptimo de concentracién de oxigeno que varia segun el
tejido, si se supera aumenta la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden dar lugar
a danos en el DNA y estrés oxidativo, y si no resulta suficiente la célula no obtendrd la energia que
necesita, pudiendo llegar a iniciar el proceso de apoptosis, y sorprendentemente aumentando también
la produccién de ROS por mal funcionamiento de la cadena de transporte electrénica mitocondrial

(Guzy, 2006).

Dada la importancia de este elemento, las células poseen un sistema sensor de oxigeno que
desencadena importantes respuestas en forma de factores de transcripciéon. Uno de los mecanismos
principales, y mas estudiados, es el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) (Abaci, 2010). Se trata de una

proteina heterodimérica compuesta por una subunidad alfa de 120 kDa y una beta de 94 kDa, en
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Figura 6: Regulacién del factor de transcripcion inducible por hipoxia HIF-1. Imagen extraida de (Nacher, 2007).
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condiciones normales la subunidad alfa se mantiene a un nivel basal muy bajo. Esto es debido a la
presencia en la célula de prolil-hidroxilasas, con hierro en su centro activo, que catalizan de forma
dependiente del oxigeno disponible la adicién sobre la subunidad alfa de grupos hidroxilo. Estos grupos
hidroxilo actudan, con participacién de la proteina supresora tumoral de Von Hippel-Lindau, como diana
para la ubiquitinacidon de HIF-1a, el cual es rdpidamente degradado en el proteasoma (ver Figura 6).
Ahora bien, si la disponibilidad de oxigeno baja la subunidad pasa a estar estabilizada, se asocia a la beta
y actua como factor de transcripcion de diversos genes. Entre estos genes se encuentran algunos
proapoptdticos, como seria el gen NIP3 o p53 (OMIM 603348) para evitar que la célula con una falta de
oxigeno continuada de lugar a mutaciones graves, pero también genes para adaptarse a la situacidn,
como serian las enzimas de la ruta de la glicolisis, como GLUT-1 (Abaci, 2010), para aumentar la
obtencion de energia por rutas independientes de oxigeno como es el ciclo de Krebs. Sin embargo su
importancia para con el sistema vascular es que también desencadena la produccidon de VEGF (Asahara,
1999b), STAT3 (Mattagajasingh, 2012) y afecta al sitema NF-kB (Valen, 2004 y Tabruyn, 2009),
importantes promotores de la angiogénesis por parte de las células endoteliales y de las células
progenitoras endoteliales. El consumo de oxigeno, ademas esta regulado por el éxido nitrico producido
por las células endoteliales y se ha observado que ante una falta de este mediador reducen de forma

proporcional su consumo (Clementi, 1999).

La razodn por la que la hipoxia desencadena esta respuesta seria para recuperar la normalidad en el tejido
isquémico, esto es, con falta de riego. Si no llega oxigeno suficiente a la zona sera debido a una mala
irrigacion y por consiguiente se hace necesaria la remodelacion del sistema vascular para que mas
capilares lleguen al tejido y proporcionen los nutrientes que, en ese momento, no son suficientes. Se ha
observado, no obstante, que para los niveles de EPCs una hipoxia generalizada y continuada en el tiempo
no resulta beneficiosa para un individuo sano, ya que su nivel cae drasticamente en cuestion de horas, se
observd también que pasaban a sobreexpresar la proteina de membrana CXCR-4 que facilita su

migracion hacia zonas de isquemia (Colombo, 2012).
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Antecedentes e Hipétesis

Se han realizado diversos estudios al respecto, buscando averiguar el efecto y el mecanismo concreto
por el que la hipoxia actua sobre el crecimiento endotelial, la mayoria de los cuales se aproximan a este
campo desde el punto de vista de las patologias, ya que hay varias cuya base se encuentra en este
efecto. Los tumores sélidos, por ejemplo, debido a su crecimiento acelerado acaban generando un
microambiente en su interior donde no llegan los nutrientes que éste requiere, incluyendo el oxigeno
por lo que es bastante hipdxico, atrayendo y activando en beneficio del tumor por estos mecanismos las
EPCs (Mollet, 2012), llegando a aprovechar dicha influencia para llevar a cabo la transicion epitelio-
mesenquimal y metastatizar (Yang, 2008). Otro caso en el que el crecimiento de vasos por efecto de la
hipoxia es un proceso a evitar es el de la hipertensiéon pulmonar, enfermedad en la que aumenta la
presion en la vasculatura pulmonar conduciendo a problemas cardiacos e hipoxia en la zona. Se ha
observado que a la zona se reclutan gran cantidad de células formadoras de colonias endoteliales
(ECFCs), o células progenitoras endoteliales “auténticas”, que causan un importante remodelado de los

vasos pulmonares y pueden provocar problemas graves (Nijmeh, 2014).

En nuestro grupo se planted la otra posibilidad, el empleo de las células progenitoras endoteliales como
base de un tratamiento celular para paliar efectos de la isquemia o la aterosclerosis. Dada la importante
utilidad que tendria semejante técnica es posible encontrar protocolos en los que se ha trabajado para
perfeccionar las condiciones de expansion (Hofmann, 2009 y Reinisch, 2009), e incluso el grupo chino de
Wau et al. (Wu, 2012) estudia la posibilidad de realizar la expansién sobre una capa de células de soporte,
obteniendo al parecer un crecimiento mucho mds rapido. Otros grupos han analizado si, tras la
expansion a gran escala, las células mantienen sus propiedades (Smadja, 2007), encontrando sélo una
sobreexpresion del receptor 2 del VEGF (VEGFR2), y es que no seria util generar un alto nimero de
células si se pierden sus propiedades terapéuticas en el proceso. Moon y colaboradores (Moon, 2013)
plantean el uso de sangre de cordén umbilical guardada como fuente de células progenitoras
endoteliales mas activas, como se ha comentado antes su capacidad proliferativa es mayor, asi como
extraer del propio cordén la mayoria del material necesario para la expansidn y asi evitar el riesgo de

contaminacion existente al emplear material de cultivo proveniente de animales.

Sin embargo pocos son los trabajos que realizan la conexidn entre el efecto proangiogénico de la hipoxia

con la necesidad que tendria el hipotético tratamiento de una rapida expansion in vitro de las células
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extraidas de la fase de células mononucleares de la sangre periférica del paciente. El grupo de Lee et al.
(Lee, 2013) realiza un estudio al respecto, determinando la eficacia de la Hipoxia para evitar la
senescencia de las células progenitoras endoteliales tras varios pases de crecimiento sucesivos, aunque
emplean células circulantes angiogénicas (CACs) en lugar de las, en principio mas dutiles, células

formadoras de colonias endoteliales (ECFCs).

Siguiendo una idea parecida a la hora de plantear este proyecto de Master Se decidio realizar un estudio
de proliferacién y mantenimiento de las capacidades angiogénicas a lo largo de sucesivos pases de
expansion in vitro de diversas lineas de células formadoras de colonias endoteliales, las células
progenitoras endoteliales tardias o auténticas, obtenidos de muestras de sangre periférica de donantes

sanos asi como de sangre extraida de cordén umbilical de recién nacidos.

Nuestro interés radica en observar si se producen diferencias apreciables cuando las células son
mantenidas en un medio adecuado variando la disponibilidad de oxigeno entre el atmosférico habitual
en cultivos celulares (21%) y una hipoxia moderada, lo que supone una cantidad de oxigeno en el aire del
4%. Observaciones no sistematicas al respecto realizadas previamente por el grupo parecen indicar que
la hipoxia favorece la proliferacion de células progenitoras endoteliales, siendo la idea por tanto llevar a
cabo observaciones de forma mas rigurosa y sistematica. Para poder determinar si tras la expansiéon en
una u otra condicidn estas células sufren algin detrimento en sus aptitudes se fueron realizando pruebas
a lo largo de los pases comparando los resultados de ambas condiciones. Por ultimo, aprovechando la
disponibilidad de las muestras procedentes tanto de adulto como de recién nacido y conocidas las
importantes diferencias que parecen existir entre las poblaciones celulares procedentes de una u otra
fuente (Ingram, 2004), se realizaron las pruebas con ambas, para poder comparar tanto si se producian
diferencias entre las lineas de distinta procedencia como si la diferencia en las condiciones tenia un

efecto preponderante en funcién del origen de las células.

La hipétesis de trabajo es, por todo lo expuesto, que las condiciones de hipoxia en el mantenimiento y
expansion de células formadoras de colonias endoteliales en cultivo pueden afectar favorablemente a su
capacidad proliferativa y al mantenimiento de sus propiedades, efecto que puede que difiera segun el

origen de las células.
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Objetivos

Los objetivos planteados en este proyecto son los siguientes:

e Comprobar las diferencias proliferativas entre células procedentes de un donante adulto y un

neonato.

e Determinar el ritmo de crecimiento de las células progenitoras endoteliales asi como su vida util,

esto es, el numero de pases que se mantienen en cultivo antes de alcanzar la senescencia.

e Averiguar si durante toda esa vida mantienen, disminuyen o si hay un momento éptimo para su
aprovechamiento en una hipotética implementacién sobre un futuro tratamiento celular con

base en estas células.

* Observar las diferencias, si las hubiera, de todos los puntos anteriores entre un crecimiento a una
tensién de oxigeno habitual en un laboratorio de biologia celular, la atmosférica (21%), y un

medio con hipoxia controlada del 4%.

Por otra parte, se plantean una serie de objetivos secundarios no directamente relacionados con la
hipdtesis de partida pero que resulta apropiado llevar a cabo. Estos incluyen la necesaria puesta a punto
en el laboratorio de las técnicas a emplear para cumplir los objetivos mencionados, guardar muestras
biolégicas de las diferentes condiciones, procedencias y estadios para ampliar este estudio o llevar a
cabo otros relacionados, y por ultimo dilucidar, en la medida de lo posible, si resultard viable el uso de
células formadoras de colonias endoteliales en un futuro tratamiento considerando si es ventajoso el

empleo en el paso de expansién in vitro de una hipoxia moderada.

. ____________________________________________________________________________________________________________|
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Metodologia

Cultivo Celular

Utilizamos condiciones de cultivo habituales para células adherentes, haciendo especial caso a los
protocolos publicados por Hofmann et al. (Hofmann, 2009 y Reinisch, 2009) para células progenitoras

endoteliales.

Se utilizé un recubrimiento de la superficie de cultivo con coldgeno tipo | (Beckton-Dickinson)
procedente de cola de rata, para facilitar la adhesién que posibilita una mejor distribucién de las células
y un crecimiento mantenido en el tiempo. Si las ECFCs son sembradas sobre fibronectina u otras
matrices adherentes, incluso sobre el plastico de las placas de cultivo desnudo, siguen siendo capaces de
adherirse, pero a la larga estos cultivos presentan problemas, pierden su adhesiéon o ven reducida su

capacidad proliferativa.

El medio empleado para su crecimiento fue el EGM-2 MV (Endothelial Growth Medium 2 Microvascular,
Lonza). Se trata de un medio éptimo para el crecimiento de células endoteliales, de utilidad comprobada
para las células progenitoras endoteliales y utilizada en la practica totalidad de los trabajos publicados al
respecto. Incluye medio basal, complementado con suero fetal bovino al 5%, acido ascérbico, factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de crecimiento similar a insulina 1 recombinante (R3-
IGF-1), factor de crecimiento de fibroblastos recombinante (rhFGF) y factor de crecimiento endotelial
recombinante (rhEGF) las concentraciones exactas son mantenidas en secreto por la casa comercial. El
medio también incluye los antibidticos gentamicina y anfotericina para evitar o minimizar el riesgo de
contaminacidon bacteriana o fungica. Ademads desde la casa comercial se proporciona hidrocortisona
como otro complemento mas, pero gracias a la experiencia de este grupo asi como de algun otro (Yang,
2011) se ha observado que este ultimo resulta mejor no afiadirlo al medio empleado para el crecimiento
de las células progenitoras endoteliales procedentes de sangre de cordén umbilical debido a que su
crecimiento se ve ligeramente ralentizado (ver Figura 7). Por lo tanto sélo se afiadié en el caso de las

células procedentes de donantes adultos, donde si resulta beneficioso.

El manejo se realizd en un laboratorio con presién positiva, y empleando los protocolos apropiados para
mantener la esterilidad en todo momento. Las células se manejaron dentro de este laboratorio en una

cabina de cultivo de Telstar modelo BIO Il A con la certificacion EN 12469-2000.

JAVIER LOZANO GERONA 19



Determinacién del efecto de la tensién de oxigeno sobre las Células Progenitoras Endoteliales

35 Crecimiento Células de Cordon Umbilical +/- Hidrocortisona Figura 7: Prueba comparativa del crecimiento de
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Se emplearon dos estufas incubadoras de temperatura (372C) y concentracion de CO2 (5%) controladas y

con filtros HEPA en la entrada de aire. Para los cultivos en normoxia una modelo Hera Cell (Haereus) y
para hipoxia una incubadora Forma Series Il HEPA Class 100 (Thermo Scientific) cuyo nivel de oxigeno era

controlado por desplazamiento por nitrégeno.

Obtencion de las ECFCs

Las células formadoras de colonias endoteliales o células progenitoras endoteliales auténticas, base de
este trabajo, eran obtenidas a partir de muestras de sangre de donantes sanos. De acuerdo a la
legislacion vigente (Ley 14/2007, de 3 de Julio, de Investigacién Biomédica. Publicada en el B.O.E.
namero 159, del 4 de Julio de 2007) todos ellos dispusieron de la informacién relacionada con el
proyecto de investigacion y dieron su consentimiento informado, en el caso de la sangre procedente de
cordones umbilicales el consentimiento lo proporcioné el tutor legal del neonato, la madre en todos los
casos. Las muestras de sangre de cordén umbilical no eran apropiadas para transplante. Para facilitar y
agilizar el proceso se recurrié a la infraestructura del Biobanco de Aragdn, entidad dependiente del
Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (IACS) dedicada a la recogida y mantenimiento de muestras
biolégicas, tejidos y drganos para investigacion. El grupo ya disponia de células procedentes de sangre de
individuos adultos con las que trabajar, pero fue necesario aislar células procedentes de muestras

frescas de sangre de corddén umbilical.

Para obtenerlas se siguid un protocolo puesto a punto previamente por el grupo, muy similar al

publicado por Hofmann et. al. en 2009 (Hofmann, 2009 y Reinisch, 2009), primero se extrae la fraccién
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de células mononucleares de la sangre recibida, mediante un procedimiento de separacién en gradiente

de ficoll:

La muestra de sangre se reparte en tubos falcon de 50mL con un volumen de Ficoll 1,077g/mL
Histopaque® (Sigma-Aldrich) igual a la mitad del volumen de muestra que se va a afiadir. Se trata de una
solucion cuya densidad se ajusta para coincidir entre los valores de la fraccidn de los glébulos rojos y la
de células blancas para separarlas y asi permitir una extraccion mas sencilla de estas ultimas. El tubo
debe centrifugarse previa adicion de la muestra para empaquetar el Histopaque® a 800g, 5 minutos a
temperatura ambiente y sin freno en la centrifuga. El modelo empleado era una Laborzentrifugen 3k10

(Sigma-Aldrich).

Las muestras de sangre (que son recibidas con anticoagulantes como el EDTA o el citrato) son muy
densas para manejarlas directamente, por lo tanto son diluidas a la mitad empleando una solucién de
una osmolaridad equivalente, en este caso se empled la solucién equilibrada de Hanks (Sigma-Aldrich).
La muestra recibida se deposita entonces cuidadosamente sobre la superficie de Histopaque®
procurando no desestabilizar la interfase. Segun disponibilidad, también empleamos unos tubos con una
membrana porosa, Accuspin® (Sigma-Aldrich) a la altura apropiada para mantener protegida en este
paso la superficie del Histopaque® y evitar luego mds facilmente los glébulos rojos. El tubo de 50 mL es
entonces centrifugado de nuevo a 800g durante 15 minutos a temperatura ambiente y sin freno para
evitar que se mezclen los componentes. El plasma es retirado con una pipeta Pasteur y luego la fraccién

de células blancas es recogida y transferida a un tubo limpio.

Una vez aisladas, las células blancas se cuentan y siembran sobre placas de cultivo recubiertas de
coldgeno a una densidad de 5*10° cels/cm?. Se mantienen una semana cambiando el medio todos los
dias procurando no perder las células en suspensidn. De esta forma todas aquellas con capacidad
adherente quedaran pegadas a la superficie de coldgeno. Como empleamos medio basal endotelial las
células progenitoras endoteliales seran las que crezcan mas, apenas habra endoteliales maduras en la
muestra ya que se trata de sangre circulante y, de haberlas, apenas formarian colonias dado que su
poder proliferativo es mucho menor (Korybalska, 2013). A partir de una semana comienzan a apreciarse
por vision directa bajo un microscopio las colonias de ECFCs, claramente distinguibles por su morfologia
tipica de endotelio, con células creciendo en monocapa, de forma redondeada muy compacta y una

morfologia de las célula poligonal (ver Figura 8).
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Figura 8: Ejemplos de colonias de células progenitoras endoteliales.

Una vez localizadas se las monitoriza, esperando que alcancen un tamafio de unos cientos de células, lo
cual nos indicard que poseen un importante potencial proliferativo y que por tanto es muy probable que
se trate, efectivamente, de células progenitoras endoteliales. En ese momento las colonias en cuestion
son clonadas de forma individualizada sobre sus propias placas, empleando para ello un anillo de
clonaje. Tras un par de pasos de expansidn, cuyo nimero exacto depende del caso, y una comprobacién
por citometria de flujo de que, en efecto, se trata de las ECFCs que queremos, empleando para ello
marcadores CD31, CD34, CD146, VEGFR2 y CXCR4 que deben resultar positivos, asi como los marcadores
CD14 y CD45 que deben resultar negativos. Se continla la expansién in vitro hasta conseguir una

cantidad de células suficiente para realizar los experimentos.

Es decir, la seleccién se realiza por criterios morfolégicos, de capacidad proliferativa y de marcadores de

superficie.

Analisis de Crecimiento

Como ya se ha comentado, uno de los objetivos del proyecto era realizar una comparacion en la
capacidad proliferativa de las lineas de diferentes origenes en las distintas condiciones. El estudio se
realizéd tanto con células procedentes de sangre de corddn umbilical como de sangre de adulto,
llevandose a cabo tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia, esto es, se realizaron 4 sets de

pruebas. Para obtener las medidas de proliferacién se llevaron a cabo, principalmente, dos ensayos:

. ____________________________________________________________________________________________________________|
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El primero consistié en un seguimiento a largo plazo de las células creciendo en distintas condiciones. Se
sembraban 40.000 células en dos placas de 3 centimetros de didmetro, una para normoxia y otra para
hipoxia, y se mantenian en cultivo, realizando un cambio de medio cada dos dias, hasta que el cultivo se
aproximaba a la confluencia. En ese momento las células eran tripsinizadas, centrifugadas,
resuspendidas y contabilizadas en una cdmara de Neubauer, obteniéndose asi la medida de células que
habian crecido en la placa y su viabilidad. Por ultimo de esas células el mismo nimero que se sembré en
un principio se sembraba en una nueva placa para repetir el proceso hasta que las células llegan a

senescencia y dejan de proliferar.

Esta forma de cuantificar el crecimiento de las células nos proporciona una serie de datos a largo plazo
respecto del comportamiento de las células, permitiéndonos prever el nimero de pases que una linea
concreta, en una condicidén concreta, iba a aguantar antes de entrar en senescencia. A partir de las cifras

obtenidas se determind el nimero de duplicaciones que se produjo en cada pase mediante la ecuacion:
[Log(células finales)-Log(células sembradas)]/Log(2)

Haciendo una representacion grafica de las células vivas y las totales en ambas condiciones es posible
visualizar facilmente el ritmo y viabilidad de crecimiento de cada linea en cada condicién en cada

momento.

El otro ensayo consistid en la realizacion de un analisis de pocos dias del crecimiento. Para ello
sembrabamos una cantidad concreta de células, a 5.000 cels/cm? para darles margen para crecer, sobre
placas con varios pocillos. Parte de las placas se mantenian en normoxia y parte en hipoxia tras la
siembra para poder llevar a cabo la comparacion. Se les permitia una o dos horas para adherirse a la
placa y luego el medio era sustituido, retirando las células que pudiese haber muertas o no adherentes

flotando, y se tomaba el primer punto de la curva de crecimiento.

Esta toma se realizaba por el mecanismo de fijar las células de los pocillos, que se hacian de tres en tres
para obtener resultados estadisticamente validos, mediante la adicién de glutaraldehido diluido al 1%.
Los pocillos eran detenidos de esta forma en las marcas de 1 hora, 24 horas, 48 horas, 3 dias, 5 dias, 7
dias, 9 dias y 12 dias. Tras haber detenido la totalidad de los pocillos de la placa las células eran tefiidas
con cristal violeta y lavadas con agua, de tal forma que la cantidad de colorante restante en el pocillo se
encontraba en el interior de las células fijadas cuya cantidad era proporcional al nUmero de células vivas

en el momento de realizar el fijado. Por ultimo este colorante era extraido con una solucién de acido
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acético al 10% y era colocado sobre una placa donde se media su absorbancia a 595 nm, proporcional a
la cantidad de colorante, proporcional a su vez del nimero de células fijadas, proporcional del nimero
de células vivas en el momento del fijado. Para la realizacién de estas medidas se empled un

espectrofotometro de placas Synergy HT (BioTek).

Las medidas de absorbancia eran normalizadas respecto a la medida correspondiente al mismo dia de la
siembra y se determinaba el nimero de duplicaciones como el logaritmo en base 2 de esa cifra
normalizada, a partir de la representacion del nimero de duplicaciones podemos encontrar un periodo
de crecimiento exponencial. Se calculd el tiempo que es requerido para llevar a cabo una duplicacion en

esa fase exponencial mediante la ecuacion:
Ne dias de fase exponencial*Log(2)/Log(Absorbancia al final/Absorbancia al principio)

Llevando a cabo el ensayo a lo largo de varios pases podemos apreciar la evolucién de las propiedades
proliferativas de cada linea en cada condicién y comparar los tiempos necesarios para llevar a cabo una

duplicacién.

Capacidad Clonogénica

El otro punto que nos interesaba comprobar era en qué condicién las células eran mas apropiadas para
su futuro uso en un tratamiento celular. Y es que no resultaria muy util poder disponer de unas
condiciones de crecimiento que den como resultado un gran niumero de células pero que no sirvan para

nuestros propdsitos.

Como aproximaciéon de qué condiciones proporcionarian células mas apropiadas nos centramos en su
capacidad clonogénica, comprobando su capacidad para formar a partir de una unica célula sembrada

una colonia completa, midiendo tanto el nimero de colonias formadas como el tamafio de éstas.

Para ello empleando una superficie amplia, placas de 6 pocillos, se realizaba una siembra de menos de
100 células por pocillo de 3 cm de didmetro, procurando de esta forma que sélo unas pocas llegaran a
formar colonias para si poder contabilizar. La dificultad técnica que suponia sembrar tan pocas células
hace que no se pueda considerar la comparacion entre el numero de colonias por su alto error, sélo el

tamano de éstas, fue necesario desarrollar un protocolo de diluciones seriadas y varios contajes. El
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crecimiento se mantenia 12 dias en el caso de células procedentes de donante adulto y sélo 10 dias las
de sangre de corddn umbilical, su gran capacidad proliferativa impide distinguir las colonias si se
mantiene mas tiempo. De las células sembradas las hay que no son capaces de adherirse, y de las que si
lo hacen, al encontrarse completamente aisladas, bastantes son incapaces de proliferar y entran en

apoptosis por falta de sefiales de supervivencia.

Al dia siguiente tras la siembra se procedia a cambiar el medio e intentar localizar las células que se

hubieran adherido. Posteriormente el medio se cambiaba cada dos dias.

Al igual que haciamos con los puntos de las curvas de crecimiento de unos pocos dias, para el contaje de
estas colonias se procedia a su fijado con glutaraldheido al 1% y se visionaban tras una tincidn con cristal
violeta con la lupa estereoscépica LEICA EZ4 HD (Leica) con camara empleando el programa LEICA
MicroSystemsFramework. Se tomaban imagenes de las colonias y posteriormente eran analizadas
mediante el programa gratuito imagel, mediante la serie de instrucciones que desarrollamos al efecto

(ver Anexo).

Pruebas de Angiogénesis

Una de las caracteristicas mas importantes de las células endoteliales, y también de las progenitoras
endoteliales, es su capacidad para llevar a cabo la angiogénesis. Este proceso consiste en la extension de

los vasos sanguineos que estas células conforman para irrigar nuevas zonas del organismo.

Trabajando in vitro esta capacidad puede observarse por la adquisicion de una estructura en red
especifica de este tipo de células. Para ello es necesario colocar las células sobre la superficie de un gel
gue imite mejor la matriz extracelular que el mero colageno. Nosotros empleamos Basement Membrane
Extract Cultrex (Trevigen), un extracto de la membrana basal de la linea tumoral Engelbreth-Holm-
Swarm que incluye, entre otros compuestos, coldgeno IV, laminina, entactina y heparan sulfato (Chris,
2010) que por encima de 109C gelifica de forma irreversible. Sobre esta matriz el comportamiento de

algunos tejidos se aproxima mas al fisiolégico, entre ellos el endotelio vascular.

Con el objetivo de comprobar que las células mantenian su capacidad angiogénica tras su expansion se

realizo la siguiente prueba:
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Se afiade el BME Cultrex sobre placas con pocillos p-angiogénesis (Ibidi) de 50 microlitros con doble
bisel, estos pocillos especiales permiten un mejor aprovechado del gel gastando menos material. El gel
se deja solidificar a 372C durante 1 hora. Posteriormente se siembran 7500 células y se pone medio y las
condiciones que se deseen observar. Esta siembra se mantiene 18 horas para permitir el desarrollo de la
estructura en red mencionada. Tras este periodo deben tomarse imagenes porque las estructuras
formadas se degradan progresivamente a partir de entonces. Para ello se fijaron las estructuras con
paraformaldehido al 3%, previa retirada del medio y lavado con PBS, y dejamos actuar 30 minutos a
temperatura ambiente. Una vez fijadas las células retiramos con PBS el paraformaldehido en exceso y
tefiimos con colorante Cultrex (Trevigen). El proceso de fijado preserva en gran medida la estructura

formada, las imagenes se tomaron de nuevo con la lupa estereoscépica LEICA EZ4 HD (Leica).

El objetivo final era la aplicacion de un analisis mediante el programa imagel para cuantificar la
complejidad de estas estructuras en cada caso. Dicho andlisis no llegd a realizarse en este trabajo pero si

que se desarrolld la serie de instrucciones en Java necesarias al efecto (ver Anexo).

Estudio de Marcadores de Superficie

Se realizd un analisis por citometria de flujo, recurriendo al Servicio de Citometria y Separacién Celular
del IACS en el Centro de Investigacion Biomédica de Aragdn (CIBA). Para realizar una de estas medidas
levantabamos las células con acutasa (PAA), realizdbamos un contaje, las resuspendiamos en PBS a

10.000 células en 50 pL, las incubdbamos con los anticuerpos marcados requeridos en cada caso.

La primera de las medidas que se realizaron mediante esta técnica fue una comprobacién, para cada
linea aislada, de que realmente se trataba de células progenitoras endoteliales. Tal y como se ha
explicado en el apartado de Obtencién de las ECFCs se usaron marcadores para CD14, CD31, CD34, CD45,
CD146, VEGFR2 y CXCR4. En un analisis posterior para comprobar si habia cambios a lo largo de varios
pases en normoxia o hipoxia con una linea de células procedentes de sangre de corddn umbilical
también se emplearon marcadores para CD3, CD13, CD29, CD54, CD62E, CD62P, CD73, CD90, CD105,
CD106, CD117, CD133, CD144, HLA-ABC y HLA-DR. El equipo empleado fue un FACS Aria (Beckton-
Dickinson) y el andlisis de resultados se hizo con el software Kaluza (Beckman Coulter). La procedencia
de los reactivos anticuerpos puede verse en la tabla 1, y en la tabla 2 la de los isotipos de control

empleados:
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Tabla 1: Listado de reactivos anticuerpos empleados en el marcaje celular.

Anti- Isotipo | Clon Marcaje Marca

CD3 1gG1 UCHT1 APC BD Pharmingen
CD13 IgG1 WM-15 (WM15) | FITC eBioscience
CD14 IlgG2a | TukK4 Pacific Orange Caltag

CD29 IgG1 TS2/16 FITC eBioscience
CD31 IgG1 AC128 PE Miltenyi

CD34 IgG1 581/CD34 FITC BD Pharmingen
CD45 IgG1 2D1 APC-Cy7 BD

CD54 1gG1 15.2 FITC AbD Serotec
CD62E IgG2b | TEA2/1 PE AbD Serotec
CD62P 1gG1 AK-6 Alexa Fluor 647 AbD Serotec
CD73 1gG1 AD2 APC eBioscience
CD90 1gG1 eBio5E10 (5E10) | FITC eBioscience
CD105 IgG1 SN6 PE eBioscience
CD106 IgG1 STA PE eBioscience
CD117 1gG1 104D2 PE Caltag

CD133 1gG1 AC133 PE Miltenyi

CD144 1gG1 55-7H1 FITC BD Pharmingen
CD146 1gG1 541-10B2 PE Miltenyi
VEGF-R2 IgG1 89106 APC R&D

HLA-ABC IgG2a | W6/32 FITC eBioscience
HLA-DR IgG2b | LN3 PE eBioscience

Tabla 2: Listado de reactivos isotipos empleados en el marcaje celular.

Isotipo Marcaje Marca
lgG1 FITC eBioscience
IgG1 PE eBioscience

. ____________________________________________________________________________________________________________|
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IgG1 APC eBioscience
lgG1 APC BD Pharmingen
lgG1 FITC BD Pharmingen
lgG1 Alexa Fluor 647 AbD Serotec
IlgG1 FITC AbD Serotec
lgG1 APC R&D

IgG1l PE Invitrogen

lgG1 APC Miltenyi

IgG2a FITC eBioscience
IgG2a Pacific Orange Invitrogen
lgG2a PE R&D

lgG2a PE R&D

IgG2b PE eBioscience
IgG2b PE R&D

IgG2b PE AbD Serotec
IgG1 PE Miltenyi

lgG1 APC-Cy7 BD Pharmingen
IgG2a PE-Cy7 Biolegend

Apoptosis

Otra medida realizada por citometria consistié en una medida del grado de apoptosis en un cultivo de

para cada linea dada en cada condicién y pase concretos. Para ello se sembraba una placa de 5 cm de

diametro con 60.000 células para normoxia y otra para hipoxia, una vez alcanzaban la fase de

crecimiento exponencial se levantaban con acutasa, momento en que nos interesaba conocer este dato.

Posteriormente las muestras se incubaban con Anexina V con el fluoréforo FITC, compuesto que une con

gran especificidad la fosfatidilserina de la membrana plasmatica, expuesta hacia el exterior celular sélo

durante la apoptosis. Simultaneamente se incubaban con loduro de Propidio, fluoréforo que se une al

DNA y que sdlo es capaz de acceder al nucleo de la célula cuando su membrana plasmatica ha perdido su

integridad, lo que ocurre cuando la célula estd muerta. De esta forma disponiamos de la viabilidad de los
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cultivos conociendo el porcentaje de células que estaban activando el proceso de apoptosis asi como
cuantas habian muerto ya, por la apoptosis u otras causas. El aparato empleado para realizar estas
medidas fue, de nuevo, el FACS Aria (Beckton-Dickinson), y el software fue el FACS Diva (Beckton-

Dickinson).

Los datos se muestran en los apartados correspondientes como nivel de apoptosis total, es decir, el
porcentaje del total de células que han llevado a cabo o estan procesando en el momento de la medida

el proceso de apoptosis.

Analisis del Ciclo Celular

La tercera de las medidas citométricas realizadas consistio en la comprobacion del porcentaje de células
qgue tenian su ciclo celular activado, es decir, que se encontraban en proceso de divisién. De nuevo se
sembraban 60.000 células sobre una placa de 5 cm de didmetro para normoxia y otra para hipoxia, se
levantaban las células con acutasa en el momento en que crecian de forma exponencial, y luego se
realizaba una tincién con loduro de Propidio, previa permeabilizacién artificial suave de la membrana
plasmatica con etanol frio durante 24 horas. De esta forma el fluoréforo tefiira el DNA de la célula,
siendo la medida de fluorescencia proporcional a la cantidad de éste. Cuando las medidas son recogidas
en un sistema informatico se observaran, mayoritariamente, dos poblaciones; una con la cantidad basal
de DNA, correspondiente a las células en fase estacionaria del ciclo celular o que se acaben de dividir, y
otra con el doble que corresponderd a aquellas que estén a punto de dividirse. Siempre habra también
un pequefio porcentaje de células con una cantidad intermedia de DNA, que lo estuvieran sintetizando
en ese momento, pero mediante la aplicacién de un programa informdtico se obtiene la medida del
porcentaje de células que se encuentran en las fases S y G2 del ciclo celular, representativo de cuantas
estan creciendo en un momento dado, este dato se denomina indice de proliferacién. El aparato y
software empleados fueron FACS Array (Beckton-Dickinson), y el FACS Array Software System (Beckton-

Dickinson) respectivamente.
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Resultados

Analisis de Crecimiento en pases sucesivos

En total se realizaron ensayos de crecimiento a tiempo largo con 5 lineas, tanto en hipoxia como en

normoxia.

La primera de las lineas que se estudié fue un vial de células formadoras de colonias endoteliales
extraidas de una muestra de sangre periférica de un donante adulto sano que se muestra como Al. La
misma prueba se fue realizando con todas las lineas nuevas procedentes de sangre de cordén umbilical
obtenidas, gracias a su superior velocidad de crecimiento se pudieron llevar a cabo mas curvas de
crecimiento. Se recibieron dos muestras de corddn, de la primera pudieron aislarse 4 colonias, pero sélo
dos de ellas mantuvo el crecimiento tras la primera semana, las denominadas C1 y C2. De la segunda
Sélo se pudo clonar una colonia, pero debido a su tamafio rebroté de las células no extraidas y pudimos
recolectar la misma colonia una segunda vez, obteniendo asi las lineas denominadas C3.1 y C3.2. El
crecimiento de las lineas Al, C1, C2 y C3.1 se muestra en la figura 8. Estas curvas de crecimiento se
iniciaron en momento en que se dispuso de un suministro adecuado de las células, lo que significa que el
primero de los puntos corresponde al pase 4 para la linea C1, pase 2 para la linea Al, pase 4 para la linea

C2 y pase 4 paralalinea C3.1

Con la linea Al se realizaron 8 pases en 30 dias hasta su senescencia. En su momento algido llegaron a

las 11,48 duplicaciones de células viables en normoxia y 12,54 en hipoxia.

De la linea C1 no llevamos a cabo mas pruebas que esta preliminar para futuros estudios y nos limitamos
a congelar todas las células en los primeros pases, no hicimos la comparacién normoxia e hipoxia,
limitdndonos a comprobar cudnto tiempo nos serd util cuando descongelemos dichas células, se
realizaron 8 pases a lo largo de 36 dias alcanzando las 7,82 duplicaciones de células viables en su punto

maximo.

Con linea C3.2, que no se muestra en la figura, tuvimos un problema con las placas y no pudimos
continuar su crecimiento mas alld de cuatro pases en 16 dias, pero no mostraban aspecto de que fueran
a parar en los préximos pases, habiendo alcanzado las 12,38 duplicaciones viables en normoxia y 10,23

en hipoxia.
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Las lineas C2 y C3.1 estuvieron creciendo bastante tiempo. Sobre la primera se realizaron 16 pases a lo

largo de 71 dias llegando a las 25,19 duplicaciones en normoxia y 24,59 en hipoxia en su punto algido.

Sobre la linea C3.1 14 pases a lo largo de 58 dias, y alcanzé las 28,74 duplicaciones en normoxia y 29,16

en hipoxia.

Hay un importante aumento en la longevidad, en el nimero y en la velocidad de replicacidn entre las

lineas procedentes de muestras de sangre de corddén umbilical y las de sangre de individuo adulto,

especialmente con las lineas C2 y C3.1. Todas las gréficas indican que estas células presentan una fase de

crecimiento exponencial que se va agotando paulatinamente. Si calculamos los tiempos que les es
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Figura 9: Numero de duplicaciones obtenidas a lo largo del tiempo para la linea de sangre de adulto Al y las
lineas de sangre de corddn umbilical C1, C2 y C3.1. Se muestran las células viables en normoxia como triangulos
azul claro, las viables en hipoxia como cruces rosas, el total de células vivas y muertas en normoxia como
cuadrados azules v el total de células vivas y muertas en hipoxia como rombos rojos.
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requerido para llevar a cabo una duplicacién en dicha fase a cada linea resulta: 2,76 dias para Al, 2,24

dias para C1, 1,22dias para C2 y 1,20 dias para C3.1.

Sin embargo practicamente no se pueden apreciar diferencias entre las medidas realizadas en hipoxia
respecto de las tomadas en normoxia, se considerd si podria haber alglin factor negativo no considerado
gue causara una ralentizara el crecimiento en hipoxia contrarrestando su posible aceleracién por falta de
oxigeno. Como comprobacidn, se realizé una curva afadido posterior cambiando a diario las condiciones
de crecimiento, un dia el cultivo se mantenia en normoxia y al siguiente en hipoxia, de esta forma si
existiera dicho factor las células se verian afectadas por él y la ralentizacidn propia de las condiciones de
normoxia sin darles tiempo a acostumbrarse en ningin momento a la hipoxia acelerante. Se empled la
linea C3.1 en estas tres condiciones: normoxia, hipoxia e intermitente (ver Figura 10). En este caso
tampoco se alcanzé la senescencia por falta de tiempo, viéndonos obligados a detener la curva tras 6
pases, aunque ya con este tiempo podemos ver que el cultivo intermitente no se ve especialmente
ralentizado respecto de las condiciones de normoxia o hipoxia normales, confirmdndose la explicaciéon
mas simple: las células progenitoras endoteliales no ofrecen por este ensayo muestras de verse

afectadas en modo alguno por mantenerse en hipoxia.

Curva Triple C2.1
Figura 10: Curva de crecimiento de la linea
C2.1 en condiciones de normoxia, hipoxia e
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Analisis de Crecimiento a tiempos cortos

Trabajando a tiempos cortos permitid obtener curvas de crecimiento propias de una serie de pases
sucesivos. Se empleé una linea proveniente de una muestra de adulto, la Al, de la que se realizaron
experimentos en los pases 2, 3,4, 5y 6, los 5 primeros pases utiles, tomando puntos a lo largo de 12 dias

de cultivo tal y como se ha explicado en el apartado de Metodologia (ver Figura 11 izquierda).

El mismo experimento se llevé a cabo empleando una linea proveniente de una muestra de sangre de
cordén umbilical, la C2. También se tomaron medidas durante 12 dias, pero debido al ritmo de
crecimiento mas rdpido de esta linea proveniente de corddn se realizaron las pruebas sobre pases
alternos, comenzando por el primer pase en el que la cantidad de células disponible era suficiente. Se

tomaron entonces los pases 5, 7y 9 como representacion de su evolucion (véase la figura 11 derecha).

Podemos observar un crecimiento celular tipico, con una primera fase de latencia de adaptacion, una de
expansion exponencial y por ultimo una fase estacionaria. Dado que el medio era sustituido
regularmente esta detencién del crecimiento ha de ser debida a que se alcanza la confluencia en los
pocillos, ya que las células formadoras de colonias endoteliales crecen en monocapa. Conforme mayor
es el pase mas tarde se alcanza este plato en el crecimiento, indicativo de que el ritmo de crecimiento se
reduce segun envejecen las células, proceso bastante mas acusado en aquellas células que procedian de

sangre de donante adulto.

Se puede ver que a mas alto es el pase, y por tanto mas edad tienen las células, menor es el nimero de
duplicaciones que se alcanzan al llegar a confluencia. Esto es debido a que las células endoteliales van
perdiendo su capacidad de proliferacién pero mantienen la necesidad de cubrir todo el espacio, por lo
gue se van haciendo mas grandes, resultando en un numero final de células menor. No obstante en el
caso del pase 6 de la linea Al, donde el ndmero final de duplicaciones es sensiblemente menor, es
posible que el motivo sea que se haya reducido tanto la velocidad de proliferacion que sencillamente no

hayan llegado aun a confluencia.

También se aprecian picos no homogéneos de crecimiento en la fase exponencial, seguramente debidos

al alto ritmo de crecimiento de las células que en algln caso podrian haber llegado a agotar el medio.
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Extrayendo la zona de cada curva en que la expansién se produce de forma exponencial y calculando el
tiempo de duplicacién para cada pase de cada condicidn obtenemos los datos reflejados en la figura 12.
Aqui se muestra el resultado de dividir el nimero de dias transcurridos en fase de crecimiento

exponencial entre el nimero de duplicaciones producidas.

Mediante este cdlculo podemos confirmar una vez mas que el ritmo de crecimiento de las células
procedentes de sangre de corddn umbilical es mas rdpido que la contraparte de adulto y que a mayor es

el pase mas tardan en producirse las duplicaciones.

También se determina una ausencia de diferencias de importancia entre los tiempos necesarios para
llevar a cabo una duplicacidn entre las condiciones de hipoxia y normoxia, que son practicamente iguales

en la mayoria de casos.

Tiempos de duplicacién en fase de crecimiento A1 Tiempos de duplicacién en fase de crecimiento C2

35 16

08

Tiempo (dias)
Tiempo (dias)

06 1
04 1

02

pase pase

Figura 12: Tiempos en dias necesarios para producirse una duplicacion en la fase exponencial de crecimiento en
cada pase para las lineas Al de adulto y C2 de cordén umbilical. Medidas tomadas en las condiciones de normoxia
(mostradas en azul) e hipoxia (mostradas en rojo).

Ensayo Clonogénico

Como se ha comentado, aparte de la proliferacién, el otro punto de importancia del proyecto era
observar en qué condiciones las células poseian unas mejores capacidades para la formacién de nuevos
vasos sanguineos y reparacién de los dafiados para aplicarlas como tratamiento celular. Consideracién

gue aproximamos a su capacidad para formar colonias a partir de una Unica célula. Este ensayo se llevd a

. ____________________________________________________________________________________________________________|
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cabo empleando tres lineas celulares, las procedentes de donante adulto denominadas Al y A3 (véase la
figura 14) y la de cordén C2 (véase la figura 13). El ensayo se repitié para pases sucesivos y se

compararon las condiciones de normoxia e hipoxia.

Con la idea de observar la evolucidn a lo largo de la vida util de cada linea celular de su capacidad
proliferativa se repitid para cada linea el experimento a lo largo de varios pases. En la linea A3 se realizo
a lo largo de tres pases sucesivos. En la linea Al pudo realizarse en ambas condiciones en cuatro pases
sucesivos, intentamos continuar pero en el quinto pase practicamente no se habian producido colonias
en hipoxia, por lo que sélo podemos mostrar el resultado de la contabilizacién en normoxia. Pases
sucesivos dieron cantidades aun menores de colonias, por lo que no se muestran aqui. El nimero de

colonias obtenidas se muestra en la tabla 3.

De la linea de corddn, la C2, se muestran los resultados obtenidos para los pases 5y 7. No se repitio el
experimento en este caso en pases sucesivos debido a que esta linea proveniente de corddn crecié a una
velocidad muy superior a sus equivalentes de adulto, siendo por tanto impracticable coordinar tantos
experimentos simultaneos optandose en vez por realizar la prueba Unicamente sobre los pases impares
como representacion de su evolucidn. La razén de mostrar Unicamente dos pases de esta linea es por

mera falta de tiempo, tuvo que congelarse ya que podria haberse continuado varios pases mas.

p5 p7
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Tamaiio de las Colonias Tamaiio de las Colonias

Figura 13: Representacién de los tamafios relativos de las colonias de la linea procedentes de corddn umbilical C2
en los pases 5 y 7 en normoxia (azul) e hipoxia (rojo). Se indica el porcentaje de colonias del total (eje abcisas) que

alcanzaron como minimo un cierto nimero de células de tamafio (eje ordenadas).
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Tabla 3: Numero de colonias obtenidas en los ensayos clonogénicos.

Linea Al A3 c2
Condicién | Hipoxia | Normoxia Hipoxia | Normoxia Hipoxia | Normoxia
p2 | 156 163 p3 | 81 110 p5 | 110 137
p3 |73 95 p4 | 112 81 p7 | 37 49
pd | 11 12 p5 | 93 86
p5 23

Queda patente de nuevo la mayor capacidad de las células provenientes de cordén umbilical que las de
adulto, obteniéndose con aquellas colonias de tamafo extraordinariamente superior, maxime si
tenemos en cuenta que debido a su rapida progresién dichas colonias estuvieron creciendo dos dias

menos que sus contrapartes de donantes adultos.

Si se observan ahora diferencias resefiables entre las medidas realizadas en hipoxia respecto de las de
normoxia, encontrando porcentajes mayores de colonias mas grandes en el reparto, sugiriendo un

efecto, al menos a este respecto, de las diferentes condiciones empleadas durante el ensayo.

Respecto al total de colonias obtenidas queda claro que, tal como se ha indicado, 100 células resulta un
nimero demasiado bajo como para confiar en obtener informaciéon de este dato, ya que encontramos
casos en que se obtuvieron mas colonias que las células que se intentaron sembrar. Si parecen indicar

gue a mayor pase menos células son capaces de sobrevivir por su cuenta e iniciar una colonia.

Apoptosis y Ciclo Celular

Las pruebas de apoptosis y ciclo celular se realizaron de forma simultanea, para que los datos de ambas
técnicas hicieran referencia a cada linea en las mismas condiciones. Se escogieron pases segun la
disponibilidad en el momento, debido a que debiamos coordinarnos con el Servicio de Citometria y
Separacién Celular del IACS. Escogiendo, no obstante, siempre un momento en que las células se

encontrasen en pleno crecimiento para poder realizar comparaciones utiles.

Se compararon en condiciones de normoxia e hipoxia células adultas y de cordén umbilical, empleando

las lineas Al en su pase 4 y C2 en su pase 8 (ver Figura 15) respectivamente. A pesar de la diferencia de

. ____________________________________________________________________________________________________________|
38 JAVIER LOZANO GERONA



Determinacién del efecto de la tensién de oxigeno sobre las Células Progenitoras Endoteliales

pases podia apreciarse que en ese momento ambas lineas estaban lejos de alcanzar la senescencia. La
linea C2 presentaba unos niveles andmalos de DNA en algunas células, por lo que se realizaron dos
medidas, ambos resultados fueron similares y en la figura se muestra la media de ambas. El ajuste
Optimo de estos datos por parte del programa informatico empleado indicé que se trataba de una
poblacién aneuploide importante y en crecimiento, con un indice de proliferacién de 58,7% en normoxia
y 51,2% en hipoxia. Resulta sorprendente porque las células tetraploides suelen ser senescentes y no
entran en el ciclo celular (Borradaile, 2010), y las poblaciones cancerigenas no acostumbran a tener una

cantidad fija de DNA presentando un nimero de cromosomas muy variable (Thompson, 2011).

Las diferencias proliferativas son pequefias, apenas de un 7%, pero parecen indicar que la proliferacién
en hipoxia es algo menor. Las diferencias en apoptosis, que rondan el 15%, indican que la hipoxia

protege ligeramente de la muerte celular.
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Figura 15: indice de Proliferacién y Apoptosis de las lineas C2 (arriba) de cordén umbilical y Al (abajo) de adulto
en normoxia (azul) e hipoxia (rojo).
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Marcadores de Superficie

Las pruebas de marcadores de superficie se realizaron sobre la totalidad de las lineas aisladas, todas
dieron los resultados esperables, positivo para CD31, CD34, CD146, VEGFR2 y CXCR4 y negativos para
CD14 y CDA45, indicando que se trataba siempre de células progenitoras endoteliales y no otra posible

subpoblacién.

Sobre células de la linea C2 procedente de sangre de cordén umbilical en los pases 6, 8 y 10, se realizd
ademas un seguimiento tanto en normoxia como en hipoxia con un abanico mas amplio de marcadores
para apreciar si se producian variaciones de interés. Se emplearon anticuerpos para: CD3, CD13, CD14,
CD29, CD31, CD34, CD45, CD54, CD62E, CD62P, CD73, CD90, CD105, CD106, CD117, CD133, CD144,
CD146, KDR, CXCR4, HLA-ABC y HLA-DR.

La mayoria de los marcadores permanecian positivos o negativos en todas las medidas, sin embargo
hubo algunos cuyos cambios podrian resultar interesantes, que son los representados en la figura 16.
Agui vemos una tendencia general a lo largo de los diversos pases a la pérdida de algunos marcadores
gue no son especificos de las células progenitoras endoteliales, un cambio comun a las células
mantenidas en ambas condiciones pero en la que las células cultivadas en hipoxia parecen llevar una

cierta ventaja respecto a las de normoxia para la mayoria de los marcadores.

. ____________________________________________________________________________________________________________|
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Pruebas con Cloruro de Cobalto

Ante la presencia de modificaciones en el comportamiento de las células formadoras de colonias
endoteliales segun si se mantenian en normoxia o en hipoxia se considerd la participacién del factor de
transcripcion inducible por hipoxia 1 (HIF-1). Con el objetivo de poder disponer de un marco de
comparacidn para realizar pruebas de cantidad y expresidn de esta proteina se recurrié a los cultivos con
cloruro de cobalto. Al cultivar las células con este compuesto se ven expuestas al catidn divalente de
cobalto, el cual es capaz de sustituir al hierro en diversas enzimas, incluyendo el presente en el centro
catalitico de las prolil-hidroxilasas encargadas de iniciar el proceso de degradacién de la subunidad alfa

de HIF-1 tal como se ha explicado en la introduccion de esta memoria.

Sin embargo el CoCl; resulta nocivo para los cultivos celulares porque ese mismo efecto inhibitorio es
extensivo a muchas otras enzimas, por lo que como primer paso se decidié caracterizar en una serie de
ensayos comparativos similares a los ya comentados si habia diferencias entre cultivos mantenidos con
concentraciones crecientes de la sal. Concretamente se usaron 50, 100 y 200 nM. Con el objetivo de que
la comparacién fuese total, se llevaron a cabo las pruebas simultaneamente tanto sobre lineas

procedentes de muestras de sangre de donante adulto como de sangre obtenida de cordén umbilical.

Anadlisis de Crecimiento a Tiempos Cortos

Se realizaron pruebas de crecimiento similares a las descritas previamente, pero tomando medidas en
los dias 0, 1, 2 y 3, con el objetivo de comprobar si la velocidad de proliferacion se veia afectada por el
CoCl, (ver Figura 17). Las concentraciones de sal empleadas fueron 0, 50, 100 y 200 nM cloruro de
cobalto. Se trabajé con las lineas procedentes de donante adulto A2 en su pase 7y A3 ensu pase 7y la

linea procedente de cordén umbilical C3.1 en su pase 5.

Atendiendo a los resultados se deduce lo que cabria esperar de un compuesto nocivo afiadido al medio
de cultivo, a mayor es su concentracién mds impedido esta el crecimiento, con la excepcion de una
medida errénea con la linea C3.1 con 50 nM de CoCl,, siguen una evolucidn regular. Es de interés
mencionar que el paso de 100 nM a 200 nM resulta en un impedimento muy superior que el paso de 50

nM a 100 nM, dando a entender que la nocividad aumenta de forma exponencial con la cantidad del
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compuesto afiadido. También es resefiable el hecho de que, incluso con 200nM de CoCl,, se aprecia

crecimiento celular, que no llega a detenerse con las cantidades usadas en ningun caso.

La linea procedente de corddn umbilical muestra de nuevo una mayor capacidad proliferativa respecto
las de adulto, aunque al ser de un pase mas temprano no es un dato tan indicativo como en otras

medidas.
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Pruebas de Angiogénesis

Tal y como se hizo con todas las lineas aisladas de células progenitoras endoteliales, era necesario
comprobar que las células con CoCl, mantenian su comportamiento endotelial. Para ello se realizé sobre
ellas la prueba de sembrado sobre gel BME Cultrex, tal y como se explica en el apartado de Metodologia.
El resultado fue positivo en todos los casos (ver Figura 18) con ligeras diferencias indicando que una
mayor concentracion de cobalto suponia un pequeno impedimento para el normal comportamiento de

las células. Se emplearon la linea A2 y C3.1 de sangre de cordén umbilical, ambas en pase 10. Esta ultima
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adquirié unas estructuras mas complejas que la linea de adulto, de forma similar a otras medidas que
indican un comportamiento mas propio de célula progenitora endotelial para las células de neonato. Se
realizé la prueba en condiciones de hipoxia asi como de normoxia sin CoCl; y con 50, 100 y 200 nM de

CoCls.

Hipoxia OnM CoCI2 50nM CoCl2 100nM CoClI2 200nM CoCl2

P
—
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C3.1

k . i T aczad -

Figura 18: Ensayo de angiogénesis sobre células de la linea de adulto A2 (arriba) en el pase 10 y la linea de
corddn umbilical C3.1 (abajo) en pase 10 en hipoxia y normoxia con concentraciones de 0, 50, 100 y 200 nM
de CoCl,.

Ciclo Celular y Apoptosis

Por ultimo, como comprobaciéon del efecto del CoCl2 sobre las células progenitoras endoteliales se llevd
a cabo una medida por citometria de flujo, siguiendo la Metodologia descrita, tanto del indice de
proliferacién como de la apoptosis. Se utilizaron de nuevo las lineas procedentes de donantes adultos A2
y A3 en su pase 7 asi como la linea procedente de cordén umbilical C3.1en su pase 5. Las

concentraciones de CoCl, empleadas fueron 0, 50, 100 y 200 nM (ver Figura 19).

De una forma muy similar a los resultados obtenidos con estas lineas en las pruebas proliferativas a
tiempos cortos, vemos como acompafian al incremento en la concentracién de la sal en el medio una
reduccién en el indice de proliferacidon y un aumento en el nivel de apoptosis. Las variaciones del indice
de proliferacidn son relativamente pequenas en comparacion con las del indice de apoptosis que llegan a

aumentar hasta un 60%.
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En este caso el indice de proliferacion de la linea procedente de cordén umbilical sélo tiene una ligera
ventaja en sus indices proliferativos, pero si que tiene, como era de esperar, un nivel de apoptosis
bastante menor que las células procedentes de donante adulto, aunque en este caso concreto la

comparacion no es tan indicativa como en anteriores al tratarse de un pase mas joven.
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Figura 19: indice de Proliferacién y Apoptosis de las lineas de adulto A2 (verde) y A3 (azul) a pase 7 y la linea de
corddn C3.1 (rojo) a pase 5 empleando unas concentraciones de 0, 50, 100 y 200 nM de CoCI2.
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Discusion

En cuanto al protocolo de obtenciéon de las células progenitoras endoteliales de muestras de sangre que
se ha llevado a cabo para la obtencidn de las células de trabajo a lo largo de este proyecto, podemos
decir que resulta exitoso. Si tenemos en cuenta el pequefio nimero de EPCs que hoy dia se acepta como
presente en todo el sistema vascular de un individuo sano, entre 20.000 y 200.000, no es de extrafar el
encontrar una o dos colonias por muestra de sangre. Si a eso le afladimos que todas las comprobaciones,
morfoldgicas, proliferativas y de marcadores de superficie, resultaron como se esperaba en todos los
casos, se concluye que da como resultado la obtencién de células formadoras de colonias endoteliales

viables.

De las pruebas de crecimiento se confirma lo que ya indicaban otros grupos, las células provenientes de
muestras de sangre de corddén umbilical tienen una capacidad proliferativa superior (Ingram, 2004) que
las provenientes de sangre periférica de donantes adultos. Son capaces de permanecer en cultivo
durante mas pases antes de alcanzar la senescencia replicativa, entre 16 y 20 en nuestro caso, aunque
trabajos publicados hablan de extraordinarios casos de mdas de 100. Por nuestras observaciones

podemos decir que las células de adulto Unicamente alcanzaban como mucho los 12 pases.

Asimismo el tiempo que les es requerido a las células progenitoras endoteliales de neonato para doblar
su poblacidn es tan sélo una fraccidn del que les lleva a las adultas (20 y 30 horas respectivamente en el
momento 6ptimo, ver Figura 12), propiedad que se mantiene a lo largo de toda su vida util. Si bien es
cierto que este tiempo, como era de esperar, aumenta progresivamente conforme se van realizando

pases sucesivos.

Gracias a las pruebas de crecimiento a tiempos largos vemos que el crecimiento de las células
formadoras de colonias endoteliales se ajusta a la forma de otros cultivos, con unos primeros pases de
crecimiento mas rapido que paulatinamente van decayendo hasta detenerse por completo (ver Figura
9). El momento exacto en que comienzan a detenerse depende de cada muestra, por lo que no podemos
indicar unos valores absolutos al respecto, aunque por las medidas observadas es de esperar que ocurra

a partir del pase 10.
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Sin embargo por las pruebas realizadas a tiempos cortos durante 12 dias (ver Figura 12), se deduce que
el tiempo requerido para crecer a buena velocidad aumenta de forma importante mucho antes de llegar

a ese limite replicativo. Seran necesarias mas medidas para poder deducir un momento dptimo de uso.

En cuanto a capacidad clonogénica (ver Figuras 13 y 14) la diferencia entre células de neonato o de
adulto también resulta muy importante, con un tamafio mayor de las colonias observadas en las
siembras con lineas procedentes de corddn, y si tenemos en cuenta que nos vimos obligados a detener
su crecimiento un poco antes que a las de adulto, podemos asegurar que la capacidad clonogénica de las

ECFCs de corddn es muy superior en todo momento a la de las de adulto.

No obstante, cuando la comparacidn se realiza entre las condiciones de normoxia e hipoxia, las
diferencias observadas en el crecimiento, tanto a largo como a corto plazo, son nimias o incluso
inexistentes. Un resultado que choca con la hipétesis de partida y las observaciones previas del grupo.
De confirmarse estos resultados, mostrarian que la importancia del oxigeno disponible no es tan

importante como sospechdbamos. Existen diversas explicaciones que podrian justificar estos resultados:

Puede ocurrir que, al vernos obligados a sacar las placas de cultivo de las condiciones de atmdsfera
controlada para manejarlas, las células experimenten una adaptacién a las nuevas condiciones que les
haga volver a la fase de latencia del crecimiento cada vez que realizdbamos alguna medida o
cambidbamos el medio, ralentizando su crecimiento hasta contrarrestar el hipotético efecto positivo del
crecimiento en hipoxia. Para comprobarlo iniciamos una curva de crecimiento de pases sucesivos con
una placa que cambidbamos de condicion diariamente (ver Figura 10). Pero los resultados observados
eran similares a las condiciones de normoxia e hipoxia normales, si las células realmente fuesen tan
sensibles a estos cambios, la intermitencia supondria una traba para su crecimiento y los datos no lo

indican asi.

Otra posibilidad que debemos considerar es la posibilidad de que el hecho de compartir un mismo
incubador para varios proyectos provoque que el nivel de oxigeno en el ambiente no llegue a los niveles
deseados por el uso continuado de la estufa. Son necesarias varias horas para que la exposicién a la
concentracién de oxigeno en fase gas deseada se traduzca en una concentracion similar en el seno del
liquido de cultivo. Pero las diferencias claras observadas en los experimentos clonogénicos indican que

las condiciones en ambas estufas son, necesariamente, diferentes.
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Realizando un estudio mas exhaustivo de la bibliografia se encuentran algunos trabajos en los que esta
ausencia de diferencias queda patente (Abaci, 2010) en condiciones de hipoxia moderada (superior al
3%) y normoxia. De nuestro trabajo se deduce que, efectivamente, la tension superficial de oxigeno

utilizada no afecta al crecimiento de las células formadoras de colonias endoteliales.

Al contrario que la falta de diferencias en las pruebas de proliferacién, los ensayos clonogénicos arrojan
unos resultados que muestran diferencias significativas entre una y otra concentracidon de oxigeno.
Incubadas con un 4% de oxigeno disponible, las colonias provenientes de una unica célula crecen
bastante mds que cuando crecen con un 21% de oxigeno. Diferencia que, segun las pruebas, se ve
acentuada conforme las células escogidas para realizar las medidas proceden de pases mayores. Al
parecer, tal como indican multiples grupos (Guan, 2012, Lee, 2013 y Dai, 2008), la hipoxia tiene un efecto
protector frente a la senescencia celular en las células progenitoras endoteliales, incrementando su

capacidad para formar colonias y manteniéndola durante mas tiempo.

Se deduce pues, que la hipoxia si que tiene un efecto sobre el comportamiento de las células, aunque
limitado, no afectando a su capacidad proliferativa global. El disefio del ensayo proliferativo de pases
sucesivos, donde esperdbamos que se acercasen a la confluencia, podria ocultar el hecho de que las
células progenitoras endoteliales en realidad tuviesen un crecimiento inicial mas acelerado que
sustentaria los resultados obtenidos con los ensayos clonogénicos. Sin embargo, gracias a la realizacién
de los ensayos proliferativos de 12 dias podemos asegurar que no es el caso, ya que la forma de medir su
crecimiento en este caso es mas rigurosa. En las gréficas de crecimiento (ver Figura 11) no se aprecian

diferencias entre las dos condiciones.

De manera complementaria a los estudios realizados se medié por citometria flujo el porcentaje de
células que estaban sufriendo el proceso de apoptosis asi como el porcentaje de ellas que se
encontraban en proceso de division (ver Figura 15). En general, estas medidas indican lo que ya
suponiamos por el resto de ensayos: las células provenientes de cordén proliferan mds, pero no se
observan efectos de importancia en condiciones de normoxia o hipoxia. Si se aprecia, no obstante, una
tendencia a la baja en la apoptosis observada en las células en hipoxia, de nuevo dando fuerza a la idea

de que confiere una cierta proteccion contra la muerte celular programada.

La realizacién del estudio de ciclo celular mediante citometria de flujo se basa en la medida del

contenido de DNA. Encontramos que en el caso de la linea de cordén C2 los resultados eran andmalos y
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sugerian la presencia de una subpoblacién no despreciable de células aneuploides que, segun se
interpretaba por el modelo de ajuste de datos, se encontraban en proceso de division. No es extraino que
aparezcan células aneuploides cuando se trabaja con células endoteliales o similares (Thompson, 2011)
por su tendencia a ocupar todo el espacio disponible haciéndose muy extensas, pero estas mutaciones
acostumbran a venir asociadas a una pérdida de la capacidad proliferativa (Borradaile, 2010). Este hecho
indica que el riesgo de aparicion de células transformadas no es nulo durante la expansién in vitro de
este tipo de células y por ello deben tenerse en cuenta consideraciones de seguridad si se pretenden
utilizar en terapia celular. En cuanto a los resultados obtenidos en nuestros ensayos resulta dificil decir si
esta subpoblacion mutante ha podido afectarlos, ya que en otras pruebas son consistentes con el resto

de medidas.

Respecto a las medidas obtenidas en la citometria empleando anticuerpos especificos (ver Figura 16).
Sélo se han representado aquellos que mostraban cambios, y todos ellos parecen indicar un cambio en
el fenotipo de las células hacia una disminucidn en la expresidon de estos marcadores de superficie, e
incluso podria decirse que este cambio es mas rapido en las células en condiciones de hipoxia. Los
marcadores CD29 y CD144, aquellos que no llegan a desaparecer, corresponden a moléculas de
adhesidon, mientras que el resto son marcadores caracteristicos de células madre o progenitoras moviles
(CD34, CD106, CD117 y CD133), pudiendo indicar un progresivo cambio hacia células endoteliales

maduras, aunque mantienen una alta capacidad proliferativa en estos pases.

Reuniendo los resultados de las pruebas proliferativas, clonogénicas y de marcaje surge la posible
explicacion de que estamos manejando desde un principio una poblacién de células heterogénea con
caracteristicas especificas diferentes. De esta forma, en las condiciones de los ensayos proliferativos
podrian predominar células mas independientes del nivel de oxigeno disponible, células con una
capacidad clonogénica menor y que tendieran a desparecer en los primeros momentos de los ensayos
clonogénicos. Las células con un mayor indice de crecimiento en hipoxia serian entonces las auténticas
causantes de las diferencias observadas en el ensayo clonogénico. Si esto se demuestra cierto, las células
aisladas que creiamos formadoras de colonias endoteliales se estarian enriqueciendo paulatinamente,
segln estas medidas de citometria, en las células con una mayor capacidad de crecimiento en hipoxia,

motivo por el que el cambio parece mas avanzado en esta condicién.
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Las limitaciones de tiempo y recursos impidieron poder llevar a cabo medidas en un numero suficiente
de muestras como para poder hacer comparaciones efectivas entre las condiciones, motivo por el que
los datos aqui expuestos se limitan a un par de lineas celulares en cada condicién. Es por ello que el
primero de los objetivos del trabajo era la recogida de muestras con las que poder trabajar

posteriormente de cara a completar el estudio.

Asimismo la caracterizacion no se puede considerar completa sin una comparativa de las proteinas
presentes en las células asi como su nivel de expresién. Para conseguir esto, de cada linea cultivada en
cada condicidn a lo largo de varios pases realizamos una extraccidon de proteinas de una placa de cultivo

preparada al efecto por el método RIPA, asi como de mRNA.

Como se ha comentado, el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) es el principal mediador de los cambios
que les acontecen a las células en condiciones de hipoxia, y por tanto suponemos que el principal
causante de las variaciones observadas. Con el objetivo de determinar, como préximo paso de la
investigacién, la cantidad de este factor de transcripcién en las células segun las condiciones inicié la

puesta a punto un protocolo para llevar a cabo un Western-blot de esta proteina.

Para poder hacer comparativas de cantidad, se cultivaron varias lineas, tanto de cordén como de adulto,
con diferentes concentraciones de cloruro de cobalto. Como se indica en la introduccidn, el ion divalente
de cobalto en solucién se introduce en las células y desplaza al hierro de multitud de enzimas con
actividad oxidorreductasa, incluyendo las encargadas de iniciar el proceso de degradacién de HIF-1a. Asi
obtendriamos, ignorando otras actuaciones del cloruro de cobalto, como su toxicidad, células con
diferentes cantidades de HIF-1. El uso de cloruro de cobalto en el medio de cultivo constituye un modelo
de estudio que capta una serie de efectos producidos por la hipoxia, principalmente mediados por HIF-

la.

Para comprobar el efecto que este compuesto tiene sobre el metabolismo de las células se comprobaron
tanto su capacidad proliferativa (ver figura 13) como la estructura formada en matrigel que es una
caracteristica importante de las células con propiedades angiogénicas. El comportamiento de las células
en presencia de CoCl2 fue similar a los experimentos previos, viéndose algo impedido su crecimiento de
manera dependiente de la concentracidn de la sal, sin llegar a detenerse, pero en todas las condiciones

son capaces de proliferar y de formar las redes caracteristicas en BME Cultrex.
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A partir de los extractos de estos cultivos podremos disponer de una escala donde encajar las medidas
de Western-blot y RT-gPCR que realicemos con las muestras obtenidas de las diferentes lineas y origenes
cultivadas tanto en normoxia como en hipoxia, obteniendo finalmente una medida indicativa de la
cantidad de HIF-1 presente. Esto nos permitird corroborar que su nivel estd aumentado en hipoxia,

requisito indispensable para que sea el efector de las diferencias observadas.

JAVIER LOZANO GERONA 51



Determinacién del efecto de la tensién de oxigeno sobre las Células Progenitoras Endoteliales

Conclusiones

e El método desarrollado para la obtencidn de células formadoras de colonias endoteliales a partir
de muestras sanguineas es efectivo.

e Las células procedentes de sangre de cordén tienen una capacidad proliferativa y clonogénica
mayor que las de sangre periférica de adulto.

e Elcrecimiento a un 4% o un 21% de oxigeno no afecta a la proliferacién global.

* La hipoxia si confiere una capacidad clonogénica mayor y una ligera proteccién frente a la
apoptosis.

* Las células progenitoras endoteliales sufren una serie de modificaciones de expresidén durante su
cultivo, bien porgue cambian o porque se purifica una subpoblacidn.

* Este cambio parece acelerarse en hipoxia.

e Existe un riesgo de transformacion celular en los cultivos in vitro de las ECFCs que deberd ser

tenido en cuenta para un potencial uso terapéutico.

. ____________________________________________________________________________________________________________|
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