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Resumen/Summary

Las células endoteliales (CE) recubren el interior de los vasos
sanguineos constituyendo el endotelio, actualmente considerado un
dérgano muy activo e implicado en la regulacién del tono vascular, el
trafico de células sanguineas, el equilibrio hemostatico, la
permeabilidad, la proliferacion, la supervivencia, y la respuesta
inmunitaria tanto adaptativa como innata. Los factores de riesgo
cardiovascular como la hipercolesterolemia, la diabetes y el
tabaquismo pueden causar lesiones endoteliales, uno de los principales
desencadenantes de la patogénesis en la aterosclerosis,
predisponiendo al desarrollo y progresion de enfermedades
cardiovasculares. Hoy en dia, las enfermedades cardiovasculares son la
principal causa de muerte en todo el mundo, y la manifestaciéon mas
temida es el sindrome coronario agudo. Este tiene lugar cuando el flujo
sanguineo coronario es interrumpido, secundario a la ruptura de una

placa aterosclerdtica.
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En 1997, el descubrimiento de las células progenitoras endoteliales
(CPE) supuso un cambio en el paradigma de la reparacion vascular. Por
primera vez, se describid un mecanismo alternativo a la angiogénesis
para el mantenimiento y reparacién del endotelio, contrarrestar las
lesiones endoteliales, reemplazar el endotelio no funcional y potenciar
la reparacidn tisular tras una lesion vascular isquémica. El proceso por
el cual las CPE contribuyen a la formacién de nuevos vasos sanguineos
es conocida como vasculogenesis postnatal y tiene lugar a través de 4
etapas diferentes: movilizacion, emplazamiento, invasion vy

diferenciacion.

La mayoria de estudios han centrado su atencién en la definicion
molecular y en la determinacién cuantitativa de las CPE por citometria
de flujo, atendiendo a la expresién de un marcador progenitor, el
CD34, un marcador endotelial, el KDR y la ausencia de expresién del
marcador panleucocitario CD45. Sin embargo, el analisis de muestras
de sangre por citometria de flujo Unicamente aporta informacion
cuantitativa sobre las CPE y la expresion de un numero limitado de

marcadores en su superficie.

En muestras de sangre periférica de humanos las CPE solamente
representan un 0.0001% del total de células mononucleadas (CMN).
Para obtener informacién cualitativa, las CPE necesitan ser aisladas y
expandidas en cultivo. Todos los protocolos existentes para el
aislamiento de las CPE difieren en el tiempo y en las condiciones de

cultivo. Los protocolos con tiempos de cultivo corto, <7 dias, dan lugar
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a células mieloides con caracteristicas hematopoyéticas que expresan
los marcadores CD14, CD11b y CD45. Los protocolos con tiempos de
cultivo largo, >14 dias, dan lugar a células con un fenotipo mas
endotelial, una capacidad proliferativa mayor y capaces de
diferenciarse a CE maduras. Las CPE obtenidas bajo diferentes
condiciones pueden mostrar pequefias o grandes diferencias en su
fenotipo y funcién bioldgica. Por este motivo, es necesaria una
comparaciéon sistemdtica de las condiciones de cultivo mas utilizadas

con el fin de establecer un protocolo consenso.

La importancia bioldgica de las CPE ha sido demostrada en
numerosos estudios que describen su participacion en procesos de
vasculogenesis postnatal, tanto en condiciones fisioldgicas como en
condiciones patoldgicas como la isquemia miocardica y periférica y la
aterosclerosis. El nimero de CPE esta reducido en muestras de sangre
de sujetos que presentan algin factor de riesgo cardiovascular y/o
aterosclerosis. La reduccién de los niveles de CPE, acompafiada de un
incremento de los niveles de células endoteliales circulantes (CEC),
marcador de la existencia y severidad de una lesién vascular, son
actualmente considerados marcadores de dafio vascular. Ademas, la
reduccion del nimero de CPE ha demostrado ser un predictor de
futuros eventos cardiovasculares. De la misma manera, los factores de
riesgo cardiovascular y diferentes patologias como las cardiovasculares

pueden afectar las capacidades funcionales de las CPE.
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Las microparticulas (MP) son pequefias vesiculas liberadas por la
membrana plasmatica de células activadas o apoptéticas. Presentan un
diametro comprendido entre 0.1 y 1 um y son heterogéneas en cuanto
a su composicion. Las MP representan un nuevo mecanismo de
comunicacion intercelular y actian como vectores transportando
diferentes mensajes bioldgicos que participan en la patofisiologia de,
principalmente, enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, debido a
la capacidad de las MP de transportar diferentes moléculas como
citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y acidos nucleicos
exogenos, éstas pueden ser herramientas terapéuticas potencialmente

utiles para el tratamiento de diferentes condiciones patoldgicas.

Las MP generadas por linfocitos T bajo condiciones mitdgenas
contienen el morfogen Sonic Hedgehog (Shh) (MPShh+). Se ha

Shhe+ . -
* tienen un efecto beneficioso en el modelo

demostrado que las MP
de isquemia animal y en CE de origen humano en cultivo,
restableciendo la lesidon endotelial y favoreciendo la angiogénesis. Las
MP*"™™ son también capaces de inducir, en CE, la produccion de éxido

nitrico (NO) y reducir las especies reactivas del oxigeno, reforzando el

efecto beneficioso sobre el sistema cardiovascular.

Uno de los objetivos de esta tesis es el de establecer las condiciones
Optimas para el aislamiento y cultivo de CPE a partir de muestras de
sangre periférica humana y determinar las caracteristicas morfoldgicas,
fenotipicas y funcionales de las CPE obtenidas utilizando dichas

condiciones. Otro objetivo de esta tesis es el de analizar la movilizacion
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de las CEC y CPE y estudiar las capacidades funcionales de las CPE en
sujetos sanos y pacientes con IAM durante 6 meses de evolucién
clinica. El dltimo objetivo es el de determinar el efecto de las mpshh

sobre la capacidad funcional de las CPE aisladas de sujetos sanos.

Para la determinacion de las condiciones éptimas de aislamiento y
cultivo de CPE se utilizaron muestras de sangre periférica de 50 sujetos
sanos obtenidas en el Servicio de Cardiologia del Hospital Clinico
Universitario de la Universidad de Valencia. En primer lugar se
determinaron las condiciones éptimas para la recogida de las muestras
de sangre atendiendo a los criterios de volumen de muestra,
anticoagulante y tiempo de procesado. Después, las condiciones de
cultivo (matriz extracelular y medio de cultivo). La capacidad funcional
de las CPE, aisladas bajo las condiciones dptimas, se evalué a través de
los parametros de adhesién, crecimiento, proliferacion y
vasculogenesis celular y se compard con las células endoteliales de
vena de corddn umbilical (HUVEC), la referencia estandar para cultivos

de CE.

Nuestros resultados pusieron de manifiesto que para la obtencion
de cultivos de CPE con un comportamiento funcional dptimo es
necesario controlar una serie de parametros durante la recogida de las
muestras de sangre y en las condiciones de cultivo utilizadas. Las
condiciones testadas en esta tesis indican que: (i) las muestras de
sangre deben ser recogidas en tubos de heparina; (ii) en un volumen

minimo de 30 mL; (iii) y con un tiempo de procesado inferior a 2 horas
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tras su obtencidn; (iv) la fibronectina es la mejor matriz extracelular y
(v) el medio de cultivo tiene que estar enriquecido con suero bovino
fetal (SBF) al 20%. Ademds, las CPE aisladas bajo las condiciones
Optimas mostraron unas caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas y

funcionales similares a CE de otros origenes, como lo son las HUVEC.

La movilizacion de las CEC y las CPE se estudid en muestras de
sangre periférica en 50 sujetos sanos y 50 pacientes con infarto agudo
de miocardio (IAM) durante 6 meses de evolucién clinica, todos ellos
reclutados por el Hospital Clinico Universitario de Valencia. El criterio
para la inclusion de los pacientes con IAM fue: edad < 75 afios, primer
episodio de IAM vy la presencia de uno o mas de los factores
tradicionales de riesgo cardiovascular. Las CEC y las CPE se definieron
por citometria de flujo como células que expresaban los marcadores

CD45-CD31+CD146+ y CD45-CD34+KDR+ respectivamente.

Los resultados mostraron que, comparado con sujetos sanos, los
niveles de CEC aumentaban el dia del infarto, y que estos niveles
elevados se mantenian sin cambios durante 6 meses de evolucién
clinica, revelando la existencia de dafio vascular. Por otra parte en
pacientes con IAM, comparado con niveles encontrados en sujetos
sanos, la CPE aumentaron 3 veces el dia del infarto, 6 veces a los 30
dias del infarto que se redujeron con 6 meses de evolucion clinica. Este
hecho indica la activacién de un mecanismo de reparacién endotelial
en etapas tempranas del IAM que es atenuado después de 6 meses de

evolucidn clinica.
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La capacidad funcional de las CPE se determiné en 10 sujetos sanos
y 10 pacientes con IAM, un subconjunto de la muestra de estudio
anteriormente mencionada. Los parametros funcionales se analizaron
en cultivos de CPE, aislados utilizando las condiciones dptimas
determinadas en la primera parte de esta tesis, en términos de

adhesidn, crecimiento, proliferacién y vasculogenesis celular.

Los resultados obtenidos revelaron una modificacién funcional de
las CPE de pacientes con IAM durante 6 meses de evolucién clinica. La
capacidad de adhesién de las CPE de los pacientes con IAM aumento el
dia del infarto, alcanzé valores méaximos a los 30 dias del infarto y se
reestablecid a niveles encontrados en sujetos sanos tras 6 meses de
evolucion clinica. A nivel proteico, los niveles de expresion de las
integrinas a5 and av siguieron un patrén similar al que seguia la
capacidad de adhesion de las CPE en la evolucion del IAM. Sin
embargo, las capacidades de crecimiento, proliferaciéon vy
vasculogenesis de las CPE de pacientes con infarto estaban reducidas
en las fases agudas del IAM vy se restablecieron a los valores
encontrados en sujetos sanos a los 6 meses de evolucién clinica.

Shh iy .
* en la funcién celular de las CPE se determind

El efecto de las MP
en 5 cultivos de CPE aislados de muestras de sangre periférica de
sujetos sanos. En primer lugar, las CPE se trataron con mpS* (10
pug/mL ) durante 24h vy, a continuacion, se estudid la expresion génica,

la capacidad vasculogénica in vitro e in vivo, la produccién de NO y la

reorganizacion del esqueleto de actina, tanto en presencia como en
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ausencia de inhibidores especificos de la ruta de sefializacidon de Sonic
Hedgehog.

Las MPS"™

incrementaron la expresion de los genes PTCH1, SMO,
GLI1, VEGFA, KDR, NOS3 y KLF2. El tratamiento con MP*"™ incrementé
la expresién proteica y la activacion de la eNOS, aumentando
consequentemente la produccién de NO, y la capacidad vasculogénica
in vitro y in vivo de los cultivos de CPE a través de mecanismos

dependientes de SMO y PI3K. Por dultimo, las mpS*

indujeron la
reorganizacion del citosqueleto de actina de CPE en cultivo a través de
un mecanismo dependiente de la Rho quinasa (ROCK) pero

independiente de SMO.

Conjuntamente, proponemos un protocolo consenso para el
aislamiento y cultivo de CPE, a partir de muestras de sangre periférica
humana, con una morfologia, fenotipo y comportamiento funcional
endotelial. Nuestros resultados sugieren la existencia de una lesidn
endotelial tras el infarto, acompafiada de la activacion de los
mecanismos de reparacion endotelial, principalmente mediado por las
CPE, en las fases iniciales después de un evento isquémico. Ademas, las
CPE sufren un cambio en su comportamiento funcional durante la
evolucion clinica del IAM, con un predominio de la capacidad de
adhesidn en las fases iniciales que es atenuada en fases mas tardias a
favor de las capacidades de crecimiento, proliferacion y vasculogénicas.

Shh+

Las MP pueden representar una nueva herramienta terapéutica
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para el tratamiento de enfermedades isquémicas ya que mejoran la

produccion de NO y la capacidad vasculogénica de las CPE.
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Endothelial cells (EC) line up the inner surface of blood vessels and
conform the endothelium, now considered a very active organ in
regulating the vasomotor tone, blood cell trafficking, hemostatic
balance, permeability, proliferation, survival, and innate and adaptive
immunity. Traditional cardiovascular risk factors such as
hypercholesterolemia, hypertension, diabetes, and smoking may cause
endothelial injury, one of the major initiating steps in the pathogenesis
of atherosclerosis, predisposing to the development and progression of
cardiovascular diseases. Nowadays, cardiovascular disease is the
leading cause of death worldwide, and its most threatening
manifestation is the acute coronary syndrome that occurs when blood
flow is prevented to part of the heart secondary to the rupture of an

atherosclerotic plaque.

In 1997, with the discovery of endothelial progenitor cells (EPC), an

alternative mechanism to angiogenesis for the maintenance and repair
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of the endothelium to counteract ongoing endothelial cell injury,
replace dysfunctional endothelium, and enhance tissue repair after
ischemic vascular injury became apparent. The process by which EPCs
contribute to formation of new vessels is known as postnatal
vasculogenesis and takes place through four steps, namely

mobilization, homing, invasion and differentiation.

Most studies have centered their attention on the molecular
definition and quantitative determination of EPC by flow cytometry
attending to the expression of a progenitor marker, CD34, an
endothelial marker, the Kinase-insert Domain Receptor (KDR) and the
lack of expression the panleucocyte marker CD45. However, analysis of
blood samples by flow cytometry only provides quantitave information
about EPC and the expression of a limited number of markers in their

surface.

In adult peripheral blood samples EPC represent only 0.0001% of
total mononuclear cells (MNC). To obtain qualitative data, EPC need to
be isolated and expanded in culture. All the existing protocols for
isolating EPC differ in culture time and conditions. The short-term
protocols, <7 days, yield cells with myeloid and hematopoietic
characteristics expressing CD14 and CD11b and CD45 markers. Long-
term culture of MNC, >14 days, yield cells with a more EC phenotype,
higher proliferative capacity and able to differentiate to mature EC.
EPC obtained under these different culture conditions exhibit slight or

profound differences on their phenotype and biological function. A
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systematic comparison of the most used conditions for EPC culture is

still required in order to obtain a consensus protocol.

The biological significance of EPC has been demonstrated by
increasing evidence of their role in postnatal vasculogenesis in
physiological conditions and pathological conditions such myocardial
and limb ischemia and atherosclerosis. EPC are reduced in peripheral
blood samples of subjects with cardiovascular risk factors and
established atherosclerosis, and this reduction, together with increased
circulating endothelial cell (CEC) levels, a marker of the presence and
severity of vascular injury, are considered a marker of the ongoing
vascular damage. Additionally, EPC reduction has been found to be an
independent predictor of future cardiovascular events. Similarly, EPC
functional capacities are also impaired with the presence of
cardiovascular risk factors and in different pathological settings such in

cardiovascular diseases.

Microparticles (MP) are small vesicles shed from plasma membrane
of activated or apoptotic cells. They are 0.1 to 1 um in diameter and
heterogeneous in composition. They represent a novel way for
intercellular communication as vectors by transporting and delivering
biological messages that actively participate in the pathophysiology,
notably in cardiovascular diseases. However, because MP’s capability
to deliver secretory molecules such as cytokines, chemokines, growth
factors as well as exogenous nucleic acids they can be potential useful

therapeutic tools for treating different pathological conditions.
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MP generated from T lymphocytes under mitogenic conditions carry
the morphogen Sonic Hedgehog (Shh) (MPShh+). MP*"™ have previously
been shown to have beneficial effect on ischemic murine model as well
as on cultured EC of human origin by correcting endothelial injury and

. . Shh
favor angiogenesis. MP™"""

are able to induce NO production and to
reduce reactive oxygen species on EC further supporting the beneficial

effect on cardiovascular system.

This thesis aims to set the optimal conditions for EPC isolation and
culture from human peripheral blood samples and to determine the
morphology, phenotype and functional capacity of EPC obtained under
these optimal conditions. Another aim, is to analyze the mobilization of
CEC and EPC and to study EPC functional capacities in healthy subjects
and AMI patients during 6 months of clinical evolution. Our last aim is

Shh+

to determine the effect of MP on functional capacities of EPC

isolated from healthy subjects.

To determine the optimal conditions for EPC isolation and culture,
peripheral blood samples from 50 healthy subjects were obtained at
the Cardiology Service in the Hospital Clinico of Valencia. First, we
selected the optimal blood sample withdrawal conditions in terms of
volumen, anticoagulant and blood sample procesing time. Then,
culture conditions (extracellular matrix, culture media composition)
were analysed. Functional capacity of EPC isolated under optimal

conditions was measured in terms of cell adhesion, growth,
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proliferation and vasculogenesis and compared to HUVEC, the standard

reference for EC culture.

Our results showed the need to control a number of parameters
related to sample collection and to culture conditions to obtain an
optimal functional performance of EPC. The conditions tested here
indicated that: (i) peripheral blood should be recovered in heparin
tubes; (ii) in @ minimum volume of 30 ml; (iii) blood samples should be
processed within 2 hours after collection; (iv) fibronectin was the best
extracellular matrix and (v) culture media should be supplemented
with 20% FBS. EPC isolated under optimal conditions showed
morphological, phenotypic and functional characteristics comparable

to endothelial cells from other sources, such as HUVEC.

The mobilization of CEC and EPC was studied in peripheral blood
samples of 50 healthy subjects and 50 acute myocardial infarction
patients (AMI) during 6 months of clinical evolution, all recruited at the
Cardiology Service in the Hospital Clinico of Valencia. AMI patient
inclusion criteria were: age< 75 years, first AMI and the presence of
more than one traditional vascular risk factor. CEC and EPC were
defined by flow cytometry as cells expressing CD45-CD31+CD146+ and
CD45-CD34+KDR+ respectively.

We found that, when compared to healthy subjects, CEC levels were
increased at the day of infarction, and this elevated CEC levels were

maintained without changes during 6 months of clinical evolution
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revealing an ongoing vascular damage. On the other hand, EPC levels in
patients suffering AMI triplicated control levels at the day of infarction,
represented 6 times EPC control levels at 30 days of infarction, and
showed a reduction after 6 months of clinical evolution. This indicates
the activation of endothelial reparatory mechanism at very early stages

of the AMI that is attenuated after 6 month of clinical evolution.

EPC functional capacities were determined in a subset of 10 healthy
subjects and 10 AMI patients during 6 months of clinical evolution of
the above mention study sample. Functional parameters were
analyzed in cultures of EPC, isolated by using the optimal set of
conditions determined in the first part of this thesis, in terms of cell

adhesion, growth, proliferation and vasculogenesis.

Our results revealed functional modifications on EPC isolated from
AMI patients during 6 months of clinical evolution. When compared
with healthy subjects, adhesive capacity of EPC from AMI patients was
increased at the day of infarction, peaked at 30 days after infarction,
and was restored to control values after 6 months of clinical evolution.
Protein levels of integrin a5 and av followed a pattern similar to EPC
adhesive capacity in the AMI. Howerever, proliferative, growth and
vasculogenic capacities were found to be reduced in the acute stages
of AMI and were reestablished to values found in healthy subjects after

6 months of clinical evolution.
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Shh+

The effect of MP on EPC cell function was determined on EPC

isolated from peripheral blood samples of 5 healthy subjects. EPC were

treated with MP*"™

(10 pg/mL ) for 24 hours and, then, gene
expression, in vitro and in vivo vasculogenesis, nitric oxide production
and actin cytoskeleton remodeling were studied, either with the
presence or in the absence of specific inhibitors for the Sonic Hedgehog

signaling pathway.

We found that MP*"™™ increased PTCH1, SMO, GLI1, VEGFA, KDR,

$hh* treatment increased eNOS

NOS3 y KLF2 gene expression. MP
protein expression and activation, increasing consequently NO
production, and in vitro and in vivo vasculogenic capacity of EPC
cultures in a SMO and PI3K dependent mechanisms. Finally, mpS*

induced the remodeling of the actin cytoskeleton in a Rho kinase

(ROCK)-dependent but SMO-independent way.

Together, we proposed a consensus procedure for isolating and
culturing EPC from human perpipheral blood samples with an
endothelial-like morphology, phenotype and functional behavior. Our
results suggest the existence of an endothelial injury as a consequence
of the infarction that is accompanied with the activation of the
endothelial reparatory mechanisms, mainly mediated by EPC, at very
early stages after the ischemic event. Additionally, EPC suffer a
functional behavioral change throughout AMI clinical evolution, with a
predominant adhesive capacity at early stages of AMI that is

attenuated at late stages of AMI in favor to growth, proliferative and
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. . Shh
vasculogenic capacities. MP>"*

can represent a novel therapeutic tool
for treating ischemic diseases as they improve EPC NO production and

vasculogenic capacity.



1 Introduccion
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1.1 Endotelio y funcion endotelial

El interior de los vasos sanguineos y linfaticos esta recubierto por
una monocapa de células endoteliales (CE) que conforman el
endotelio. El endotelio es considerado un dérgano activamente
implicado en funciones vitales del sistema cardiovascular (Aird, 2007;
Eckers and Haendeler, 2015). Las CE realizan funciones homeostaticas
clave como mantener la sangre en estado fluido (hemostasis), regular
el flujo sanguineo (tono vascular), regular el intercambio de sustancias
con los tejidos (permeabilidad vascular) y regular la respuesta inmune
(trafico leucocitario e inflamacién). El endotelio sano ejerce acciones
antiinflamatorias, antitrombdticas, anticoagulantes vasodilatadoras

(Figura 1) (Landmesser et al., 2004; Pober et al., 2009).

La integridad endotelial es necesaria para el funcionamiento normal
de los vasos sanguineos y para el mantenimiento de un estado no
trombdtico. Sin embargo, esta integridad puede verse comprometida

debido a una lesion mecanica o a diferentes estados patoldgicos
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(Arnout et al., 2006). Cuando esto ocurre, la hemostasia permite al
organismo detener la hemorragia, mantener la sangre en un estado
fluido y eliminar los coagulos sanguineos cuando la integridad vascular

ha sido restablecida.

Antithrombotic

(Inhibition of platelet adhesion
and aggregation

Anticoagulant and
Profibrinolytic

Anti-inflammatory
(Inhibition of lenkocyte adhesi
and migration)

Healthy
endothelium

Antihypertrophic
(Inhibition of vascular smooth muscle
cell proliferation and migration)

Endothelium-dependent
vasodilation

Figura 1. Funcion endotelial. El endotelio sano ejerce acciones antiinflamatorias,
antitrombdticos,  anticoagulantes y  profibrinoliticas,  antihipertensivas vy
vasodilatadoras. Imagen tomada de Landmesser et al., 2004.

Para realizar sus funciones, las CE sintetizan diferentes sustancias
reguladoras. Entre las sustancias anticoagulantes encontramos el
inhibidor de la ruta del factor tisular, el heparan, la trombomodulina, el
receptor endotelial para la proteina C, la prostaciclina y el éxido nitrico
(NO). Como sustancias procoagulantes las CE sintetizan y liberan el
factor de von Willebrand (vVWF), el factor tisular y el inhibidor del

activador del plasmindgeno (Aird, 2007).
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El endotelio es también capaz de regular el tono vascular mediante
la liberacion de diferentes sustancias vasoactivas. Entre las sustancias
vasodilatadoras encontramos el NO, la prostaciclina y el factor
hiperpolarizante  derivado del endotelio. Como sustancias
vasoconstrictoras el endotelio puede liberar el tromboxano A, la
endotelina-1, la prostaglandina H2, la angiotensina Il y radicales libres

como el anidn superdxido O, (Figura 2) (Grosser et al., 2006).

«Catecholami s Platelet activation and aggregation

e — [ | vl
Coagulanon cascade

(Thrombin
T cate mines

COx-1

Angll BK Estrogen)—» ( ‘PGl NO

Thromb05|s

()
Endothelium —
- - - y B SN S g

ACE

Figura 2. Tono vascular. Sustancias vasoactivas producidas y liberadas por las CE para la

regulacion del tono vascular. Imagen tomada de Grosser et al., 2006.

El NO es sintetizado por las CE fundamentalamente por la accion
enzimatica de la dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) que convierte
el aminoacido L-Arginina en citrulina y NO. El NO producido por las CE
es capaz de relajar a las células del musculo liso presentes en las
paredes vasculares mediante la activacién de la guanilato ciclasa
soluble que genera GMP ciclico y activa a la proteina quinasa G.
Ademads el NO tiene un efecto anticoagulante e inhibe la proliferacién
de las células del musculo liso (Deanfield et al., 2005; Grosser et al.,

2006).



Introduccion

Las CE también producen sustancias vasoconstrictoras como la
endotelina-1, los prostanoides vasoconstrictores y la angiotensina Il. El
equilibrio entre sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras esta
finamente regulado por las CE, que deben integrar y coordinar

numerosas sefiales para modular el flujo sanguineo.

Todas las funciones que las CE realizan para mantener la
homeostasis requieren de un endotelio sano e intacto. Por este motivo
la integridad del endotelio es indispensable para una correcta funcion
del mismo. La lesién endotelial es un componente critico para el
desarrollo de la enfermedad aterosclerdtica que puede culminar
finalmente en algun tipo de evento cardiovascular (Khakoo and Finkel,
2005). Ademads, muchos factores de riesgo cardiovascular como la
hipercolesterolemia, la hiperglucemia, la hipertensién y el tabaquismo
pueden inducir dafio en las CE y comprometer la integridad del

endotelio.

El mantenimiento de la integridad endotelial se creia que se
producia Unicamente a través de la divisién y migracion lateral de CE
residentes, adyacentes a la zona donde se habia producido la lesidn
endotelial. Sin embargo, recientemente se ha demostrado la existencia
de un tipo celular derivado de la médula désea con capacidad de
regeneracién vascular que estaria implicado en el mantenimiento de la
integridad endotelial (Khakoo and Finkel, 2005). A estas células se las
conoce como células progenitoras endoteliales (CPE) y se cree que

juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la integridad
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endotelial tanto fisioldgica como patolégicamente (Deanfield et al.,

2007; Op den Buijs et al., 2004).
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1.2 Células progenitoras endoteliales

El descubrimiento en 1997 de la existencia de CPE circulantes
derivadas de la médula dsea en el adulto cambid la visién de la
regeneraciéon vascular (Asahara et al.,, 1997). Desde entonces se han
publicado numerosos articulos que describen la implicacidon de las CPE
en el mantenimiento de la integridad endotelial en el estado
fisiolégico, en la regeneracion endotelial en enfermedades
cardiovasculares (Grisar et al., 2011; Shantsila et al., 2007; Williams and
Silva, 2015) y en la vascularizacién tumoral en diferentes tipos de

cancer (Khakoo and Finkel, 2005).

1.2.1 Origen de las células progenitoras endoteliales

Debido a su similitud antigénica con las células madre
hematopoyéticas, se ha considerado a la médula dsea como origen
de las CPE. Este hecho ha sido corroborado por numerosos estudios
en modelos animales de trasplante de médula ésea, donde se ha
demostrado la incorporacion de las CPE derivadas de la médula
O0sea en diferentes sitios de neovascularizacién fisioldgica
(formacion del endometrio) y patoldgica (crecimiento tumoral y
procesos isquémicos) (Kawamoto and Asahara, 2007). Estos
hallazgos sugieren que una de las fuentes principales de CPE es la
médula dsea, aunque no la Unica. Otros autores han aislado células
madre a partir de muestras de corazén con capacidad de
diferenciarse hacia un linaje endotelial (Beltrami et al., 2003; Psaltis

and Simari, 2015).
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1.2.2 Movilizacion y emplazamiento de las células
progenitoras endoteliales

Para que las CPE derivadas de la médula ésea puedan participar
en la reparacion endotelial tienen que responder a diferentes
sefiales que permitan su movilizaciéon desde la médula ésea hacia el

torrente sanguineo.

De entre los muchos factores que afectan a la movilizacién de las
CPE, quiza el mas importante sea el factor vascular de crecimiento
endotelial (VEGF) (Asahara and Kawamoto, 2004). Son muchos los
trabajos publicados que describen un aumento de la movilizacion de
las CPE en respuesta al VEGF (Figuras 3 y 4A) (Kawamoto and
Asahara, 2007; Khakoo and Finkel, 2005). Cuando existe una falta de
aporte de oxigeno en algun tejido, se crea un ambiente hipdxico
qgue estimula la expresion del VEGF, principalmente debido al efecto
del factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1) sobre la transcripcién del
VEGF. En estudios con animales se observd una rapida movilizacién
de las CPE hacia el torrente sanguineo tras la administracion de
VEGF exdgeno (Asahara et al., 1999). En otro estudio realizado en
pacientes que habian sufrido trauma vascular en forma de
guemaduras severas se observé un aumento en el nimero de CPE
de hasta 50 veces a las 12 horas tras haberse producido la lesidn
gue se normalizdé a las 72 horas. En estos pacientes, la cinética
mostrada por las CPE mimetizaba los niveles de VEFG encontrados

en el plasma sanguineo (Gill et al., 2001).
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Figura 3. Movilizacion de las CPE en respuesta a diferentes
factores de crecimiento. Imagen tomada de Asahara and
Kawamoto, 2004.

Otra citoquina implicada en la movilizacion de CPE es el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), cominmente
utilizado en clinica para la recoleccion de células madre
hematopoyéticas CD34+ a partir de muestras de sangre de
pacientes que va a recibir un trasplante de médula ésea. El G-CSF
estimula la movilizacion de las CPE desde la médula o6sea, la
incorporacién en sitios de neovascularizacion in vivo, y la
proliferacién y diferenciacion de las CPE in vitro (Takahashi et al.,
1999). Recientemente, la estrategia terapéutica de movilizacién de
las CPE ha implicado no sélo a estimulantes hematopoyéticos
naturales sino también a medicamentos ampliamente utilizados en
clinica. Un ejemplo lo constituyen las estatinas, inhibidores de la
actividad 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, que
reducen el colesterol total. Se ha observado que las estatinas
contribuyen a vascularizacion postnatal a través de un aumento en
la movilizacién de las CPE desde la médula ésea de manera Akt

dependiente (Aicher et al., 2005; Vasa et al., 2001) (Figura 4A).
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Figura 4. Movilizaciéon y emplazamiento de las CPE. (A) Factores de
crecimiento, quimioquinas y otras molécula implicadas en la
movilizacion y emplazamiento de las CPE. (B) Integrinas implicadas en
la movilizacién y emplazamiento de las CPE. Imagen tomada de
Caiado and Dias, 2012.

Sin embargo, la movilizaciéon de las CPE desde la médula ésea
requiere de la actividad de diversas proteinasas como la elastasa, la
catepsina y las metaloproteinasas que bloqueen las uniones que
mantienen a las CPE retenidas en la médula dsea. La movilizacién
de CPE en respuesta a VEGF estaria regulada a través de un

mecanismo dependiente de la metaloproteinasa 9 (Heissig et al.,

2002). También son importantes en la movilizacion de las CPE las

11
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integrinas, especialmente, las integrina a4 y B3. En animales, la
administracién de anti-integrina a4 incrementa la movilizacién de
CPE, sugiriendo un papel fundamental de esta integrina en la
retencién de las CPE en la médula ésea (Qin et al., 2006) (Figura

4B).

Las integrinas son una familia de proteinas de adhesién
transmembrana heterodiméricas que median interacciones célula-
célula y célula-matriz extracelular. Las integrinas son responsables
de la arquitectura celular y tisular y también funcionan como
transductores de sefal regulando procesos como la supervivencia,
proliferacién, diferenciacion y migracién. Cada integrina esta
compuesta por dos subunidades: una subunidad o, de
aproximadamente 800 aminodacidos, y una subunidad , de 1000
aminoacidos. En vertebrados superiores existen 18 subunidades a
y 8 subunidades B que se combinan para formar hasta 24
heterodimeros diferentes. La combinacién de estas subunidades en
la formacion de los heterodimeros es lo que confiere Ia

especificidad de ligando (Caiado and Dias, 2012; Hynes, 2002).

Una vez en el torrente sanguineo, las CPE tiene que ser capaces
de reconocer al endotelio dafiado, ser activadas por quimioquinas
y citoquinas liberadas localmente y adherirse a CE activadas o a
componentes de la matriz extracelular para, finalmente,
incorporarse y diferenciarse a CE maduras o actuar de forma

paracrina sobre las CE existentes (Caiado and Dias, 2012). Este
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proceso se conoce como “homing” o emplazamiento y, a pesar de
la intensa investigacién en este campo, este mecanismo no se
conoce completamente. El reclutamiento de las CPE requiere una
secuencia de multiples pasos de adhesion y eventos de
sefializacién que incluyen la quimioatraccion, adhesion,
transmigracién y finalmente la diferenciacion a CE maduras (Figura
4). Los primeros pasos del emplazamiento de las CPE en el tejido
isquémico requiere de la adhesion de las CPE al endotelio activado
por las citoquinas liberadas durante el proceso isquémico, mediado
por las selectinas P, selectinas E y diferentes integrinas (Vajkoczy et
al., 2003; Williams and Silva, 2015). Las principales integrinas
implicadas en el proceso de emplazamiento y adhesién son las

integrinas a5, aV, Bl y B2 (Caiado and Dias, 2012).

Cuando las integrinas a5B1 se expresan en CPE, éstas son
capaces de reconocer y adherirse directamente a componentes de
la matriz extracelular, concretamente a la fibronectina (Pytela et
al., 1985). Ademas, la integrina a5B1 esta también implicada en
numerosos procesos celulares como la proliferacién, migracion y
regulaciéon de la expresion génica. Se ha observado que el
tratamiento con estatinas aumenta la expresién de la a5B81 en CPE
aumentando, por lo tanto, la capacidad de las mismas para
adherirse en lugares donde se ha producido una lesidn vascular
(Walter et al.,, 2002). El papel de la integrina a5B1 en el

emplazamiento de las CPE se ha demostrado también en un

13
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modelo murino de lesién vascular pulmonar (Wary et al., 2009)

(Figura 4B).

La integrina aV, principalmente los heterodimeros aVp3 y aVp5,
es capaz de unirse a diferentes ligandos entre los que encontramos
la vitronectina, la fibronectina, osteopontina, el fibrindgeno vy el
vWF (Hynes, 2002). Estas integrinas también juegan un papel muy
importante en el emplazamiento de las CPE en sitios de reparacion
vascular. Por ejemplo, en conejos, cuando las integrinas aVB3 vy
aVB5 son bloqueadas por péptidos especificos se observa una
disminucién en la capacidad de las CPE para reendotelizar arterias
denudadas (Kokubo et al., 2007). Otro estudio demuestra el papel
fundamental de la integrina aVB5 en la adhesién de las CPE sobre

CE maduras (Caiado and Dias, 2012) (Figura 4B).

Una vez movilizadas y emplazadas en la zona donde se ha
producido la lesién endotelial, las CPE invadiran y migraran hacia el
lugar donde es necesaria la creacidon de una nueva red vascular.
Alli, se diferenciaran a CE completamente maduras o ejerceran una
funcion paracrina liberando diferentes citoquinas y factores de
crecimiento que estimulen el proceso de vascularizacién por parte

de las células locales.
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1.2.3 Vasculogénesis
La vasculogénesis define la formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de CPE en el embrion o en el adulto

(vasculogénesis postnatal) (Fischer et al., 2006).

En el embridn, los primeros vasos sanguineos se originan cuando
las células del mesodermo extraembrionario de la pared del saco
vitelino son reclutadas para formar los islotes sanguineos. La
proximidad en la que se dan los procesos de diferenciacion
hematopoyética y endotelial sugiere la existencia de una célula
precursora mesodérmica bipotencial comun, el hemangioblasto
(Choi, 2002). El proceso vasculogénico se define, por lo tanto,
como la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de células

progenitoras (angioblastos) en el embridon en desarrollo.

En contraposicion al concepto de vasculogénesis encontramos la
angiogénesis, definida como la formacion de nuevos vasos
sanguineos a partir de otros ya existentes (Potente et al., 2011).
Este proceso ocurre durante el desarrollo del embridn, durante el
crecimiento y en el adulto, principalmente en la cicatrizaciéon de

heridas.

Durante mucho tiempo se ha creido que la neovascularizacion en
el adulto Unicamente se daba a través del proceso angiogénico. Sin
embargo, en 1997, el descubrimiento de la existencia de CPE

presentes en la fraccion de células mononucleadas (CMN) de

15
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sangre periférica de adultos humanos (Asahara et al.,, 1997)
modificé el paradigma de la regeneracion vascular y se acufio el
término vasculogénesis postnatal para definir la formacién de
nuevos vasos sanguineos a partir de CPE procedentes de la médula

Osea en adultos (Figura 5).

Vasculogenesis Incorporation of endothelial progenitors
000 f —:}7
) —
Q| — i ;:X _-"/ . . /—;‘ﬁ
&8 e
0

= .
+(~Extravasation of

Reor i tor haematopoietic stem cells
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Figura 5. Vasculogénesis postnatal. Movilizacion de las CPE desde la médula
Osea y reclutamiento de las mismas en sitios de nueva generacion vascular.
Imagen tomada de Fischer et al., 2006.

En estudios con modelos animales donde las CPE derivadas de la
médula dsea de donante pueden ser distinguidas, se ha observado
qgue la contribucién de las CPE en la formacidon de nuevos vasos
sanguineos, en respuesta a la formacién del tejido de granulacidn,
puede oscilar entre un 5 y un 25% de las células implicadas

(Kawamoto and Asahara, 2007).

1.2.4 Definicion y caracterizacion de las células
progenitoras endoteliales

Aunque existen algunos estudios dirigidos hacia su
estandarizacién, la definicion y caracterizacion de las CPE sigue

siendo una cuestion controvertida (Ingram et al., 2004; Schmidt-
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Lucke et al., 2010). Principalmente, la caracterizacion de las CPE se
ha llevado a cabo mediante dos técnicas diferentes: la citometria
de flujo y el cultivo de las CMN procedentes de muestras de sangre

periférica.

1.2.4.1 Caracterizacion de las células progenitoras
endoteliales por citometria de flujo

Muchos investigadores han identificado a las CPE circulantes
mediante citometria de flujo y el uso de anticuerpos dirigidos
contra antigenos intracelulares o de superficie especificos y
atendiendo a la expresion de uno o una combinacion de varios
de estos marcadores (Timmermans et al., 2009). La tabla 1 pone
de manifiesto la falta de consenso en la definicién de un fenotipo
especifico para las CPE. Este hecho supone una complicacion
anadida a la hora de interpretar y comparar los resultados con
los obtenidos por otros investigadores que han utilizado una

combinacion diferente de marcadores para definir las CPE.

Immunophenotype in humans

CD34*CD31™ CD34VE-Cadherin"CD3~
CD34*CcD62L" CD34*CD133"VEGFR-2*CD45™
CD34*CD133" CD347CD457CD146™ .
~ e P Tabla 1. Diversos
CD34*CD11b CD34*CD45 . .
+ inmunofenotipos
CD34*CD45™ CD133
= CDas" prrrrrmy— propuestos para las
CDS4+ LURTTRD = = CPE. Tomada de
o
CD34*FGFR1 CD1337VEGFR-2 Fadini et al., 2008.
CD34*VEGFR-2" CD147VEGFR-2*
CD34*CD133"VEGFR-2" cD147CcD34™
CD34CD133VEGFR-2" ALDHPront
cD31*

17



Introduccion

18

De acuerdo con el término de “células progenitoras
endoteliales”, éstas deberian presentar un marcador
progenitor y un marcador endotelial que definieran su fenotipo
antigénico.

Uno de los marcadores para el fenotipo progenitor mas
utilizado en humanos es el CD34, una sialomucina expresada
por las células madre hematopoyéticas que podria funcionar
como molécula de adhesién entre CE y precursores

hematopoyéticos (Fadini et al., 2008a).

En cuanto a antigenos endoteliales encontramos el receptor
2 del VEGF, también conocido como KDR/Flk1, el CD31 o
PECAM-1 y el vWF. El principal receptor del VEGF, el KDR, se

expresa en CE pero también en células madre.

La combinacion de marcadores CD34 y KDR muestra una
expresion solapada de células madre y de CE. Células
CD34+KDR+ podrian ser células progenitoras comprometidas al
linaje endotelial representando asi el fenotipo antigénico mas
ajustado a la definicién de CPE (Fadini et al., 2008a). Otros
investigadores han estudiado en paralelo la expresién del
antigeno panleucocitario CD45, sugiriendo que las CPE no
expresarian el marcador leucocitario CD45 (Case et al., 2007).
Por lo tanto, el fenotipo antigénico mas aceptado y que mejor

define a las CPE es CD34+KDR+CD45- (Fadini et al., 2008a).
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La determinacién del nimero de CPE como biomarcadores
cardiovasculares en ensayos clinicos requiere de una técnica
sencilla, rdpida y reproducible y la citometria de flujo posee
todas estas caracteristicas. Sin embargo, los niveles de CPE
(células CD34+KDR+CD45-) tan solo representan alrededor de
50-100 células por millén de CMN (0,0001%) (Ingram et al.,
2005a) o, lo que es lo mismo, de 350-700 células/mL de sangre
(Fadini et al., 2012). Por este motivo, la determinacion de CPE
en muestras de sangre periférica por citometria de flujo
requiere de la adquisicion de entre 1.000.000 y 2.000.000 de
eventos con el fin de incrementar el nimero de células

positivas (CD34+DKR+CD45-) y mejorar su reproducibilidad.

La presencia en el torrente sanguineo de otro tipo celular,
las células endoteliales circulantes (CEC), complica ain mas la
determinacién de las CPE en muestras de sangre periférica. Las
CEC son CE maduras desprendidas de la pared vascular, bien
por recambio celular o como consecuencia a un proceso
traumatico o isquémico (Blann et al.,, 2005; Schmidt et al.,
2015). Por este motivo, las CEC han sido utilizadas
extensamente como marcadores de lesidon endotelial en
diferentes estados patoldgicos (Boos et al., 2006; Mutin et al.,

1999).

El CD146 o molécula de adhesion de células de melanoma,

es considerado como el principal marcador de células
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endoteliales circulantes (CEC) aunque también se ha observado
su expresion en células mesenquimaticas y linfocitos activados.
Sin embargo, la expresion simultanea de los marcadores CD146
y CD31, junto con Ila no expresion del CD45,
(CD31+CD146+CD45-), se considera la identificacion fenotipica
mas aceptada para las células endoteliales circulantes
(Erdbruegger et al., 2006; Madonna and De Caterina, 2015;
Mancuso et al., 2009).

Utilizando las combinaciones antigénicas presentadas
anteriormente para las CPE y CEC se logra eliminar cualquier
interferencia en el recuento de estos tipos celulares en

muestras de sangre periférica (Fadini et al., 2012).

1.2.4.2 Caracterizacion de las células progenitoras
endoteliales por cultivo celular

Otros investigadores han utilizado el cultivo de CMN
obtenidas a partir de muestras de sangre periférica para aislar y
caracterizar a las CPE. La falta de un método consenso para el
aislamiento de los progenitores endoteliales supone, de nuevo,
una dificultad a la hora de interpretar los resultados vy
compararlos con los obtenidos en otros laboratorios. La variedad
de los protocolos de cultivo utilizados para aislar las CPE hace
gue este método sea mucho mas complejo que la citometria de

flujo (Fadini et al., 2008b).
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El primer protocolo presentado para el aislamiento de CPE a
partir de muestras de sangre en el adulto consistié en la siembra
de CMN CD34+ sobre una matriz de fibronectina y su cultivo
durante 7 dias en medio de cultivo endotelial especifico (Asahara
et al.,, 1997). In vitro estas células mostraron diferentes
propiedades endoteliales como la captacion de LDL acetilada
(acLDL) y la union de Ulex lectina, ademas de expresar
marcadores endoteliales como CD31 y KDR. En el modelo animal
de isquemia, estas células se incorporaron en sitios de formacion

de nuevos vasos sanguineos.

Actualmente existen numerosos protocolos para el cultivo de
CPE. Tras una extensa revision bibliografica pudimos observar
gue en estos protocolos, las principales fuentes de CPE son
muestras de sangre periférica y sangre de corddn umbilical, y
gue los volumenes de sangre procesado varian entre 50-100 mL
y 20 mL respectivamente (Ingram et al., 2004; Schmidt-Lucke et
al., 2010). Ademas, existian diferencias en el anticoagulante
utilizado en la extraccion de las muestras de sangre, en el tiempo
transcurrido entre la obtencidon de la muestra de sangre y su
procesado, en el medio de cultivo, en los tiempos de cultivo y en
la matriz extracelular (Fadini et al., 2008a). En funcion de las
condiciones utilizadas para su cultivo, las CPE obtenidas
muestran unas caracteristicas funcionales u otras. A
continuacién se detallan los protocolos de cultivo mas utilizados

en la bibliografia.
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En la mayoria de estudios las CPE se aislan a partir de la
fraccion de CMN de muestras de sangre. De esta manera, Hill et
al. propusieron un protocolo en el que, inicialmente, las CMN se
sembraron sobre una matriz de fibronectina. Tras 48 horas de
cultivo, se recuperaron las células no adherentes y éstas fueron
resembradas en medio de cultivo especifico endotelial durante
otros 7 dias adicionales (Hill et al., 2003). Transcurrido este
tiempo en el cultivo aparecieron colonias compuestas por células
esféricas en el centro y células fusiformes en la periferia (Figura
6A). A estas colonias se las llamdé unidades formadoras de
colonias de células endoteliales o CFU-Hill y su niumero estaba
correlacionado con la funcién endotelial e indices acumulativos

de riesgo cardiovascular (Figura 6B).

704 r=-047

Endothelial Progenitor Cells
(colony-forming units)

20

Framingham Risk Score

Figura 6. Protocolo de aislamiento de CPE CFU-Hill. (A) Micrografia de
contraste de fases de colonias de CPE obtenidas con el protocolo de Hill et al.
(B) Asociacion entre el nimero de colonias de CPE y factores de riesgo
cardiovascular. Tomado de Hur et al., 2004.

Otros investigadores utilizaron condiciones de cultivo

diferentes, evitaron el presembrado y cultivaron las CMN
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durante periodos de tiempo mas largos, comprendidos entre 2 y
4 semanas (Hur et al., 2004; Vasa et al., 2001). Para ello, las CMN
se sembraron sobre matrices extracelulares de fibronectina o
gelatina y se incubaron durante 24 horas. Tras la incubacion, las
CMN no adheridas se eliminaron y se continud con el cultivo en
medio endotelial especifico de aquellas células que
permanecieron adheridas a la matriz extracelular en medio
endotelial especifico. Bajo estas condiciones de cultivo
aparecieron claramente dos tipos de CPE que podian ser
distinguidas fenotipicamente, las CPE tempranas y las CPE

tardias (Figura 7) (Rosell et al., 2009).

Figura 7. Micrografia de contraste de fases de cultivos de CPE. (A) CMN en
el dia de la siembra. (B) CPE tempranas aparecidas tras 5 dias de cultivo. (C)
Primeras colonias de CPE tardias tras 15 dias de cultivo. (D) cultivos
confluentes de CPE. Imagen tomada de Yoder et al., 2007.

En otros protocolos se utilizé coldgeno como matriz
extracelular sobre la que sembré las CMN. Tras 14 dias de
cultivo obtuvieron células con una elevada capacidad
proliferativa que presentaban un fenotipo y una morfologia
similar al de las CE maduras. A estas células las llamaron células

formadoras de colonias endoteliales (Ingram et al., 2004; Yoder

et al., 2007).
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La figura 8 recoge de forma grafica los tres protocolos mas
utilizados para el cultivo de CPE y las caracteristicas de los tipos

celulares obtenidos.
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Figura 8. Esquema de los protocolos mas usados para el aislamiento y
cultivo de las CPE. Imagen tomada de (Fadini et al., 2012).

En resumen, los protocolos de cultivo deberian reservarse
Unicamente para el estudio de la funcidon de las CPE ya que el
cultivo de CPE no es un buen método para el recuento de las CPE
circulantes totales, ya que dependiendo de las condiciones
utilizadas se obtienen diferentes tipos celulares y, por tanto,
diferentes recuentos. Ademas, el cultivo es la Unica forma de
conseguir suficientes CPE para profundizar en el conocimiento de
la biologia de las mismas. Algunos autores han publicado una serie

de recomendaciones generales para el cultivo de CPE. Para ellos, el
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protocolo de cultivo deberia ser optimizado, intentando evitar el
protocolo CFU-Hill y el presembrado en general, y aportando una
minuciosa caracterizaciéon de las CPE obtenidas (Fadini et al.,

2008a).
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1.3 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares engloban el conjunto de

enfermedades que afectan al corazén y a los vasos sanguineos e

incluyen entidades tan importantes y diferentes como la cardiopatia

isquémica, el ictus o accidente vascular cerebral, la hipertension

arterial y la cardiopatia reumatica (Miguel, 2007).

26

1.3.1 Cardiopatiaisquémica

La cardiopatia isquémica aguda o sindrome coronario agudo es
una enfermedad del corazén secundaria a una reduccién en el
aporte de oxigeno y nutrientes al miocardio debido a un
estrechamiento subito de la luz de las arterias coronarias que lo
irrigan. La cardiopatia coronaria tiene dos manifestaciones clinicas
principales: la angina de pecho y el infarto agudo de miocardio
(IAM). Este ultimo conduce a la muerte en aproximadamente la
tercera parte de las personas que lo padecen y presenta mayor

incidencia en hombres que en mujeres (Banegas et al., 2006).

El IAM es ocasionado a partir de la rotura de placas inestables y/o
la formacién de trombos en la luz arterial, provocando Ia
obstruccion completa del vaso y su desarrollo puede ser muy rapido
(Figura 9). Si se produce una obstruccién total durante un tiempo
suficientemente prolongado, el tejido miocardico perfundido por
esta arteria sufre necrosis irreversible. Sin embargo, la
sintomatologia clinica no permite una diferenciacion precisa de los

diferentes sindromes, por lo que resulta imprescindible la
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realizaciéon precoz de un electrocardiograma. Los resultados del
electrocardiograma permiten agrupar a los pacientes en dos
grandes grupos: Infarto agudo de miocardio con elevacién del
segmento ST e infarto agudo de miocardio sin elevacion del
segmento ST. Ademads, para el diagnéstico de las cardiopatias
coronarias también se utilizan la presencia de marcadores
plasmaticos de necrosis cardiaca, como las troponinas T e |
especificas y la isoenzima MB de creatina quinasa.
Plaque disruption

and platelet aggregation
Thrombus

Unstable
plaque

Unstable angina Non-ST-segment ST-segment
elevation Ml elevation MI
| ]

|

Acute coronary syndromes

Figura 9. Diferentes manifestaciones de la cardiopatia isquémica. En el IAM
con elevacion del segmento ST se produce una oclusidon completa de la luz
arterial que conlleva la aparicion necrosis en el tejido miocardico. Tomada de
https://www.pinterest.com/pin/497155246337410409/.

Ademas existen factores de riesgo cardiovascular que aumentan
la probabilidad de desarrollar la enfermedad en un futuro. La lista
de factores de riesgo para la cardiopatia isquémica es muy extensa,
pero los mds importantes se pueden clasificar en factores de riesgo
cardiovascular modificables y no modificables (O’'Donnell and
Elosua, 2008). Entre los factores de riesgo cardiovascular

modificables encontramos alteraciones en los lipidos sanguineos,
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hipertension, consumo de tabaco, diabetes y otros factores menos
importantes como la obesidad y el sobrepeso y una actividad fisica
insuficiente. Los factores de riesgo cardiovascular no modificables
mds importantes son la edad, el sexo y antecedentes familiares y

factores genéticos.

1.3.2 Células progenitoras endoteliales en enfermedades
cardiovasculares

Como adelantabamos, el mantenimiento de un endotelio intacto
es indispensable para el correcto mantenimiento de la funcidn
endotelial y homeostatica de un organismo. Sin embargo, la
presencia de factores de riesgo cardiovascular como la
hipertension, la hiperlipidemia y el tabaquismo pueden
comprometer la integridad endotelial e inducir una alteracion en la
funcion endotelial (Eckers and Haendeler, 2015; Hadi et al., 2005).
La pérdida de la integridad endotelial contribuye a las etapas
iniciales del desarrollo de la formacion de las lesiones
aterosclerdticas como el depésito de LDL en la matriz subendotelial
o la apoptosis endotelial (Lusis, 2000; Mitchell et al., 2015).
Ademas, la disfuncién endotelial estd asociada de forma
independiente a la aparicidon de eventos cardiovasculares (Lerman

and Zeiher, 2005).

Numerosos trabajos sugieren que la integridad y funcién
endotelial y, por lo tanto, la aparicién de eventos cardiovasculares,

estd determinada por la disponibilidad de las CPE. El papel de las
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CPE seria el de mantener el endotelio en el estado fisioldgico y
repararlo en diferentes estados patoldgicos que pudieran

comprometer su integridad (Vita, 2011).

La movilizacion de las CPE ha sido un parametro biolégico muy
estudiado en las enfermedades cardiovasculares (Shantsila et al.,
2007). De esta manera, se observd un incremento en la
movilizacién de células CD34+ en pacientes con IAM que alcanzo
un maximo a los 7 dias del infarto (Shintani et al., 2001). En este
estudio se observé ademas que los valores plasmaticos de VEGF
seguian una cinética similar a la observada para los niveles de CPE.
Mas tarde, Massa et al. confirmaron un rapida movilizacién de las
CPE, definidas como células CD34+VEGFR2+CD133+ o
CD34+VEGFR2+CD133-, a las 3 horas del evento isquémico en
pacientes con IAM. En este caso los niveles de CPE circulantes se
restablecieron a valores encontrados en sujetos sanos a los 60 dias
del infarto de miocardio (Massa et al., 2005). El uso de diferentes
técnicas y fenotipos para la determinacién de los niveles de CPE en
los estudios citados anteriormente hace muy dificil una
comparacion directa de los resultados obtenidos. Sin embargo,
estos resultados parecen indicar un incremento en la movilizacidon
de los niveles de células CD34+ y/o CPE en el IAM (Massa et al.,
2005; Shintani et al., 2001). En otros estudios, los niveles de CPE
circulantes, definidas por el fenotipo CD34+VEGFR2+, se han
utilizado como un biomarcador capaz de predecir eventos

cardiovasculares y muerte por causas cardiovasculares, lo que
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podria ayudar a identificar pacientes con elevado riesgo
cardiovascular (Shantsila et al.,, 2007; Werner et al.,, 2005;
Wojakowski et al., 2008). En otros estados patolégicos como la
disfuncion eréctil, la reestenosis y la vasculopatia en pacientes con
trasplante cardiaco, los niveles de CPE circulantes se encuentran
reducidos respecto a los encontrados en sujetos sanos (Shantsila et

al., 2007).

Se ha estudiado también el efecto de diferentes factores de
riesgo en la movilizacion de las CPE, asi como el efecto sobre la
funcion celular en cultivos de CPE aisladas a partir de muestras de
sangre. La presencia de factores de riesgo como la hipertension, la
hiperglucemia, hipercolesterolemia y el tabaquismo reducen el
numero de CPE circulantes y CPE en cultivo, tanto en pacientes con
alguna afeccion cardiovascular como en sujetos sanos. De la misma
manera, los factores de riesgo cardiovascular tienen un efecto
nocivo en la funcién celular de las CPE evaluada en términos de
migracion, proliferacién, adhesiéon y capacidad vasculogénica in

vitro (Shantsila et al., 2007).

Otros estudios han centrado su atencion en el efecto de
diferentes medicamentos, especialmente la estatinas, los
inhibidores de la enzima convertidor de angiotensina y los
antagonistas de receptor de angiotensina Il, sobre la movilizacién y
funcion de las CPE. Las estatinas son capaces de aumentar la

capacidad proliferativa de las CPE en sujetos sanos y el nimero de



Introduccion

CPE circulantes en pacientes con arteriopatia coronaria. En cuanto a
la funcién, las estatinas son capaces de aumentar la capacidad
migratoria y reducir la senescencia de las CPE en cultivo. Por otro
lado, los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina son
capaces de aumentar el numero de CPE en cultivo y aumentar las
capacidades  proliferativas, migratorias, de adhesion vy
vasculogénicas de las CPE en cultivo. Finalmente, los antagonistas
de receptor de angiotensina Il son capaces de aumentar el nUmero
de CPE en cultivo en pacientes con diabetes mellitus y reducir la
senescencia de las CPE en cultivo de sujetos sanos (Shantsila et al.,

2007).
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1.4 Microparticulas, ruta de sefializacion Hedgehog vy

microparticulas Sonic Hedgehog

32

1.4.1 Microparticulas

El espacio extracelular de los organismos multicelulares contiene
soluciones con numerosos metabolitos, iones, proteinas vy
polisacaridos. Esta solucion también contiene un gran numero de
vesiculas limitadas por membranas denominadas vesiculas
extracelulares. Este término incluye a exosomas, microparticulas
(MP) y cuerpos apoptéticos (Gyorgy et al., 2011) (Figura 10). Los
exosomas son vesiculas extracelulares con un didmetro que oscila
entre lo 50 y 100 nm vy tienen origen en los cuerpos
multivesiculares. Las vésiculas extracelulares de didmetro
comprendido entre 100 nm y 1 um se originan a partir de
evaginaciones de la membrana plasmatica y constituyen las
denominadas MP (Martinez et al.,, 2011). Por ultimo, los cuerpos
apoptdticos son vesiculas extracelulares de tamafio comprendido
entre 1 um y 5 um y se generan a partir de células apoptdticas

(Gyorgy et al., 2011).
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Figura 10. Vesiculas extracelulares. Representacion esquematica de los
diferentes tipos de vesiculas extracelulares. Imagen tomada de Gyorgy et al.,
2011.

Las MP se describieron por primera vez en 1946 como “factor
precipitable” presente en el plasma libre de plaquetas con
potencial para crear trombina (Chargaff and West, 1946). En 1967,
las MP fueron consideradas como desechos celulares derivados de

plaquetas (Wolf, 1967).

Funcionalmente, las MP son capaces de distribuir diferentes
tipos de moléculas de una célula a otra. Por ello, actualmente, las
MP se consideran vectores de transporte y distribucion de
citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y 4acidos
nucleicos (MRNA o miRNA), lo que las confiere un gran potencial
terapéutico en el tratamiento de diferentes patologias (Fleury et

al., 2014; Martinez et al., 2011).
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Tedricamente, las MP pueden ser producidas por cualquier tipo
celular. En el sistema cardiovascular las MP pueden ser producidas
por CE, leucocitos, eritrocitos, células del musculo liso y plaquetas.
Las MP producidas por las plaquetas pueden llegar a representar

del 70 al 90% del total de las MP circulantes (Martinez et al., 2011).

Aunque los mecanismos de produccion de MP no estan
completamente elucidados, numerosos estudios indican que éstas
se producen tras una activacién celular o por apoptosis. El fenotipo
y composicidn, asi como la cantidad de MP producidas puede
variar en funcidon del mecanismo de produccion. El estimulo que
induce la formacién de MP incluye una activacién celular mediada
por una entrada de calcio desde el medio extracelular hacia el
citoplasma. Esta entrada de calcio esta asociada con una protedlisis
de proteinas del citoesqueleto mediada por la activaciéon de la
calpaina (Miyoshi et al., 1996; Piccin et al., 2007). También causa la
regulacién de determinadas fosfatasas que contribuyen a Ia
desestabilizacion del citoesqueleto celular, proceso indispensable
para la produccién de protuberancias irregulares en la membrana
plasmatica. También se ha descrito una pérdida en la asimetria de
la membrana plasmatica y la exposicion de residuos de
fosfatidilserina en membrana externa de la bicapa lipidica durante

la formacion de las MP (Martinez et al., 2011) (Figura 11).



Introduccion
E e T o

TRAIL
Caspase-2 \
Kinase activation + NF. Caspase-3
phosphatase -xB

l inhibition R Klll
‘/‘//2/’ u | rock1 |

o gﬁfﬁ \b

Cytoskeleton

%fi, 999, DN

’ disruption fﬁﬁ ‘\
Wmﬁﬁ? ! m& 3 jmjm Tﬁ ey

“’%\*‘

Key:
0 Ligand

@~ Phosphatidylserine

9 Receptor

Ma mRNA, miRNA

Microparticle

Figura 11. Formaciéon de microparticulas mediante activacion celular y

apoptosis. Imagen tomada de Martinez et al., 2011.

Los elementos bioldgicos que contienen las MP en forma de
componentes de la membrana plasmatica, citosdlicos vy/o
nucleares permiten la determinacién de su origen celular y el
estado en el que se encontraba la célula en el instante en que las
MP fueron producidas (Bernimoulin et al.,, 2009; Martinez et al.,

2011).

Tras interaccionar con la célula diana, las MP pueden fusionarse
con la membrana plasmatica celular o ser endocitadas. Sélo en el
caso de que las MP se fusionaran con las células diana, se
produciria una transferencia de los receptores de membrana por lo
que la célula receptora adquiriria nuevas propiedades antigénicas y
funcionales al adquirir los componentes de la membrana

citoplasmatica de las MP. Cuando las MP son endocitadas, éstas
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pueden fusionarse con la membrana endocitica, y liberar su
contenido al citoplasma, o ser dirigidas a los lisosomas para su

degradacion (Raposo and Stoorvogel, 2013).

Un incremento en los niveles de MP circulantes ha sido
correlacionado con la severidad de algunas patologias
cardiovasculares como el |AM, diabetes, aterotrombosis,
hipertension y sindrome metabdlico (Boulanger et al., 2001; 2006;
Chironi et al., 2009). También se ha propuesto que estas MP
circulantes inducen disfuncién endotelial a través de una
disminucién de la actividad eNOS vy/o reduciendo la
biodisponibilidad del NO (Boulanger et al., 2001), incrementando la
nitrosilacion proteica de las CE y aumentando los marcadores
plasmaticos de estrés oxidativo (Agouni et al., 2008). Todo ello
demuestra el efecto deletéreo que las MP circulantes pueden tener

en el sistema cardiovascular, especialmente sobre las CE.

Debido a la relaciéon de las MP con diferentes enfermedades
cardiovasculares existe gran interés en evaluar los cambios en los
niveles de MP circulantes en respuesta a un tratamiento
farmacolégico. Por ejemplo, una reduccién en los niveles totales de
una poblacidn especifica de MP podria indicar la eficacia de un
tratamiento o la regresion de una patologia por lo que la formacién
de las MP y su interaccién con otros tipos celulares sobre los que
inducen los efectos deletéreos se han propuesto como posibles

dianas terapéuticas.
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Sin embargo, un incremento en el numero de MP circulantes no
siempre induce efectos deletéreos. En pacientes con sepsis se ha
observado una la correlacion positiva entre elevados niveles de MP
circulantes y la supervivencia, atribuyéndoles un efecto protector
(Soriano et al., 2005). Ademas, las MP aisladas de estos pacientes
son capaces de revertir la hipotension en vasos aislados tratados
con lipopolisacaridos mediante un aumento de la produccién de

tromboxano A2, un potente vasoconstrictor (Martinez et al., 2011).

Por otra parte, se ha observado en humanos cémo MP derivadas
de células madre progenitoras CD34+ y de CPE son capaces de
aumentar la capacidad angiogénica de CE. In vitro, las MP
indujeron también la proliferacion, migracién y resistencia a la
apoptosis. Al analizar la composiciéon de las MP se observé que
éstas contenian los miRNA proangiogénicos miR126 y miR296.
También se observo la presencia de mRNAs de factores implicados
en la proliferacion, diferenciacion y angiogénesis. Ademas, estas
MP eran capaces de inducir las rutas de sefializacion de la PI3K/Akt

y la actividad eNOS (Cantaluppi et al., 2012).

También se ha demostrado como MP que contenian el receptor
activador de proliferacion de los peroxisomas alfa (PPARa),
receptor nuclear que actia como factor de transcripcion, era capaz
de inducir la diferenciaciéon de CPE y la capacidad angiogénica de
CE a través de la activacion de la ruta de sefializacion

PPARa/Akt/NF-kB (Benameur et al.,, 2010b). Asimismo, MP
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especificamente disefiadas para que contengan el morfogen Sonic
Hedgehog (Shh) (MPShh+) son capaces de inducir efectos
beneficiosos sobre el sistema cardiovascular (Agouni et al., 2007,
Benameur et al.,, 2010a; Soleti and Martinez, 2009; Soleti et al.,

2009) (Figura 12).
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Figura 12. Uso de las vesiculas extracelulares como agentes terapéuticos.
Las vesiculas extracelulares (EV) pueden transportar diferentes elementos
biolégicos y ser utilizadas como agentes terapéuticos. Imagen tomada de
Fleury et al., 2014.

1.4.2 Ruta de seiializacion Sonic Hedgehog

Descubierta por primera vez en Drosophila, la ruta de
sefializacién Hedgehog controla un amplio rango de procesos
durante el desarrollo embrionario entre los que encontramos el
crecimiento y morfogénesis de vertebrados e insectos (Ingham and
McMahon, 2001). En el adulto, la ruta de sefalizacion Hedgehog
tiene un papel importante en el mantenimiento de diferentes
estructuras, posiblemente, mediante la regulacion funcional de las
diferentes células madre o progenitoras (Robbins et al., 2012). En
algunos contextos, las proteinas Hedgehog actian como

morfégenos mientras que en otras ocasiones actlan como
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mitdgenos o regulando procesos de proliferacion, diferenciacion y

supervivencia celular (Fleury et al., 2014).

En mamiferos, la familia de proteinas Hedgehog comprende a
Shh, Indian Hedgehog y Dessert Hedgehog, siendo Shh la mas
expresada y la mas estudiada (Riobo and Manning, 2007). Shh es
transcrito como una proteina de 45 KDa que es procesada en el
reticulo endoplasmico hasta su forma biolégicamente activa (Figura
13). En primer lugar se produce una escision de su extremo N-
terminal; a continuacién un palmitoilacion en el extremo N-terminal
y seguidamente una colesterilacién por autoescisién para dar lugar
a un éster de colesterilo (Heal et al., 2011). Estas modificaciones
lipidicas estan implicadas en la multimerizacion de N-Shh, el
establecimiento de gradientes morfogénicos y la potencia con la

gue actua en la célula diana (Riobo and Manning, 2007).
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Figura 13. Procesado post-traduccional del precursor Sonic
Hedgehog. Imagen tomada de Heal et al., 2011.
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Pacthed 1 (PTCH1 o PTC) actiia como principal receptor de Shh
con una afinidad en el rango de nanomolar. Ademas de unir Shh
para iniciar la cascada de sefializacion Hedgehog, PTCH1 también
es responsable de modular los gradientes extracelulares de Shh
durante el desarrollo. Aunque en mamiferos existen dos genes que
codifican para las proteinas PATCH1 y PATCH2, que estan
regulados por los factores de transcripcion GLI (Robbins et al.,
2012), la mayor parte de las acciones se ejercen a través de PTCH1.
En ausencia de ligando, PTCH1 inhibe a la proteina receptora de 7
dominios transmembrana Smoothened (SMO). La inhibicion de
SMO por parte de PTCH1 parece ser de naturaleza catalitica pues
una sola molécula de PTCH1 puede inactivar aproximadamente 250
moléculas de SMO aunque existen otros tres modelos diferentes
para explicar la naturaleza de la interaccién entre PTCH1 y SMO
(Riobo and Manning, 2007; Soleti and Martinez, 2012; Taipale et
al., 2002). Este efecto podria estar mediado por la modulacién en
la localizacidn y/o concentracion de pequefias moléculas. Se han
propuesto algunos metabolitos enddgenos, derivados oxiesteroles
y derivados de la vitamina D3 como mediadores de los efectos de

PTCH1 sobre SMO.

La activaciéon de Smo conlleva la activacion y la translocacion
nuclear de las proteinas GLI. En vertebrados existen 3 proteinas GLlI,
GLI1, GLI2 y GLI3. Estas actian como factores de transcripcién
regulando la expresién de genes diana de Shh. GLI1 y GLI2 son

responsables de la mayor parte de las funciones de activacion de la
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ruta Hedgehog, con propiedades similares a nivel de proteina. La
expresion de GLI1 es inducida por Shh y su funcidn parece ser la de
reforzar y prolongar las respuestas celulares a Shh. En cambio, GLI3
funciona principalmente como represor de la sefalizacion de
Hedgehog. En ausencia de Shh, las proteinas GLI son retenidas en el
citoplasma por las proteinas KIF/27 y SUFU para limitar su actividad
transcripcional. Ademas la proteina GLI3 es fosforilada y procesada
proteoliticamente a una forma represora (Figura 14; izquierda). La
adicion de Shh lleva a la inhibicion del procesado de GLI3 y la
acumulacién del resto de formas de GLI, llevando a la activacion de
genes dianas de Shh (Figura 14; derecha) (Katoh and Katoh, 2005;
Soleti and Martinez, 2009). De esta manera, a la ruta que supone la
union de Shh a su receptor PTCH1 y la correspondiente abolicion de
la inhibicién que éste ejerce sobre SMO para dar lugar a la
activacion de la expresién de genes regulados por la accion de los
factores de transcripcién GLI se la conoce como ruta candnica

(Figura 14).
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Figura 14. Ruta de sefializacion Hedghog candnica. (lzquierda) en ausencia
del ligando Shh y (derecha) en presencia del ligando Shh. Patched 1 (PTC).
Tomado de Robbins et al., 2012.

Sin embargo, existen numerosos trabajos que apoyan la
existencia de rutas de sefalizacion Shh no candnicas. Se han
propuesto dos rutas no canodnicas, la de tipo | (Figura 15A),
dependiente de PTCH1 e independiente de SMO y de los factores
de transcripciéon GLI y la de tipo Il (Figura 15B), dependiente de
PTCH1 y SMO, pero independiente de GLI (Brennan et al., 2012;
Jenkins, 2009).
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Figura 15. Rutas de sefializacion Hedgehog no candnicas. (A)
de tipo |, medida exclusivamente por el receptor PCTH1 y (B)
de tipo Il, mediada por SMO pero independiente de GLI.
Imdagenes tomadas de Robbins et al., 2012.

La ruta de sefalizacion Hedgehog es crucial para la correcta

formacién de numerosas estructuras en el embridon en desarrollo

(Ingham and McMahon, 2001), esta implicado en el desarrollo de

tejidos vasculares embrionarios y en el mantenimiento de la
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vasculatura coronaria en el adulto a través de las células
perivasculares. Ademads, la ruta de sefializacién de Hedgehog esta
presente en el tejido vascular adulto. La activacién de esta ruta en
el modelo murino mediante Shh recombinante o transferencia
génica desencadena respuestas celulares en diferentes tipos de
células vasculares como las CE, CPE, células del musculo liso y
fibroblastos que promueve la angiogénesis y protege de las lesiones
producidas por procesos isquémicos. El efecto de Shh sobre la
regeneracién vascular se deberia a la produccion de una
combinacion de potentes factores angiogénicos (VEFG,
angiopoyetina-1 y angiopoyetina-2) por parte de las células del

estroma (Pola et al., 2001).

Inicialmente, y a pesar de que las CE expresan el receptor PTCH1,
no se observd una accién directa de Shh en la capacidad
migratoria, proliferativa y de supervivencia en CE. Sin embargo,
recientemente se ha observado que Shh desencadena respuestas
proangiogénicas en HUVEC a través de la activacién de rutas no
canodnicas (Chinchilla et al., 2010). Especificamente, Shh activa a
RHOA y estimula la formacion de estructuras tubulares en un
mecanismo dependiente de SMO y proteinas Gi pero de forma
independiente de GLI (Figura 15B). Ademas, Shh reduce Ia
activacion de las caspasas y promueve la supervivencia de CE
humanas a través de la inhibicién de la actividad proapoptédtica de
PTCH1 en una modulacion independiente de SMO (Chinchilla et al.,

2010) (Figura 15A). De la misma manera Shh induce la migracién de
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CE y la morfogénesis de capilares mediante la activacién de la ruta
RHOA/ROCK (Soleti and Martinez, 2012). En CE humanas, Shh
también induce la actividad PI3K que finalmente se traduce en un
incremento de la capacidad morfogénica capilar. Sin embargo, la
cascada de sefializacidn iniciada por PI3K no parece estar implicada
en la translocacion al nudcleo del factor de transcripcién GLI1

(Kanda et al., 2003) (Figura 15 y 16).

En CPE de ratones, Shh induce la capacidad proliferativa,
adhesiva, migratoria y vasculogénica. Ademdas es capaz de
incrementar la expresién del factor derivado de células del estroma
1, lo que explica un aumento en el reclutamiento de células madres
y/o progenitoras (Asai et al., 2006). El Shh promueve un fenotipo
vasculogénico aumentando la capacidad proliferativa y migratoria y
la produccion de VEGF, a través de mecanismos dependientes de la
activacion de la ruta PI3K/AKT y de forma no completamente

dependiente de VEGF (Fu et al., 2006).
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Figura 16. Efectos de Sonic Hedgehog en células endoteliales. El Shh, en CE,
induce un incremento en la supervivencia y en la capacidad migratoria y
vasculogénica a través de la ruta se sefializacién no candnica. Imagen tomada
de Fleury et al., 2014.

1.4.3 Microparticulas Sonic Hedgehog

Shh . , . .
* se producen a partir de una linea de linfocitos T

Las MP
incubados en condiciones mitégenas y presentan un elevado
contenido en el morfogen Shh (MPShh+) (Martinez et al., 2006).
Como control se utilizan MP que no albergan al morfogen Shh

(MP").
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Estas MP han sido previamente caracterizadas. En la
caracterizacion proteica de estos dos tipos de MP se detectaron un
total de 390 proteinas, un 34% de las cuales eran proteinas de
membrana. La composicion de las proteinas de membrana entre
los dos tipos de MP resultd ser similar. También se detecté una
pequefia cantidad de proteinas nucleares, menos de un 10% del
total, entre las se encontraban las histonas, Unicamente presentes

Shh-
en las MP.

De las 390 proteinas, la mitad eran proteinas
citoplasmaticas pertenecientes a proteinas del citoesqueleto,
proteinas de choque térmico, enzimas metabdlicos y proteinas
implicadas en procesos de transcripcién. En este estudio también
se identificaron numerosas proteinas de adhesién, transporte y de
transduccién de sefial (Miguet et al., 2006). Unicamente en la
superficie de las MP producidas en condiciones mitdégenas se
detectd la exposicion del morfogen Shh (Martinez et al., 2006).

Shh+

Se han testado los efectos de las MP en diferentes modelos

de estudio experimental, tanto in vivo como in vitro. De esta forma

, . . Shh
se observé que la inyeccién de MP>"™"

a ratones, por un periodo de
tan solo 24 horas, era capaz de inducir la produccion de NO en CE y
en diferentes tejidos de forma dependiente de la ruta de
sefializacién Shh, a través de la activacion de las quinasas PI3K y
ERK (Fleury et al., 2014). De la misma manera, las MP*"™ eran
capaces de aumentar la relajacién dependiente del endotelio en

anillos adrticos de ratones normales y de reducir la disfuncidn
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endotelial en arterias coronarias sujetas a isquemia/reperfusion

(Agouni et al., 2007; Soleti and Martinez, 2012) (Figura 17).
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Figura 17. Efectos de las microparticulas que contienen Sonic Hedgehog en
células endoteliales. Las MP™™ son capaces de generar efectos
antiapoptoticos, proteger la vasculatura, formar capilares e incrementar la
capacidad adhesiva de CE. Imagen tomada de Fleury et al., 2014.

Shh+

En estudios in vitro, las MP fueron capaces de inducir

angiogénesis en células endoteliales de vena de corddon umbilical

humano (HUVEC) a través de un mecanismo dependiente de SMO.

Shh+

Las MP incrementaron los niveles de mRNA de varios factores

proangiogénicos como el VEGF, angiopoietinas, el factor de
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crecimiento hepatico, la interleuquina 1B, la metaloproteinasa 1y
redujeron la expresion de factores antiangiogénicos como el factor
de crecimiento transformante B. Estos resultados sugieren que el

Shh+

efecto de las MP se produce sobre numerosas dianas génicas

qgue regulan el proceso angiogénico en diferentes fases. Asimismo,

Shh
las MpP>"™"

aumentan la capacidad de adhesion e inducen la
formacion de fibras de estrés en CE de manera dependiente de
SMO y de RHO quinasa (Soleti and Martinez, 2012; Soleti et al.,
2009) (Figura 17), probablemente mediados a través de la
activacion de las rutas de sefializacion Shh no candnicas (Chinchilla
et al., 2010).

En el modelo de isquemia murino, la administracion de mpS*
durante 21 dias era capaz de aumentar la densidad vascular en las
extremidades isquémicas y la produccion enddégena de Shh en el
musculo esquelético a través de un mecanismo dependiente de
SMO. Junto a estos efectos se observd un amento de la activacion
de la eNOS tanto en aortas como en el musculo esquelético, asi
como un aumento de la expresion de algunos factores de
crecimiento pro-angiogénicos (Benameur et al., 2010a; Fleury et
al., 2014).

. Shh
Finalmente, se ha observado como las MP>™

son capaces de
proteger a las CE del proceso apoptdtico inducido por la
actinomicina D mediante una disminucion del contenido de DNA

hipodiploide, una disminucién en la activacién de las caspasa-3 y
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un incremento de la expresién del ratio BCL2/BAX. Ademas se

, Shh
observé como las MP>"™

transportan enzimas antioxidantes que
son capaces de regular la expresion del enzima antioxidante
manganeso superoxido dismutasa (Soleti et al., 2012) . En este

. . , Shh
mismo estudio se observé como las MP>""™

son internalizadas por
HUVEC una hora después de haber iniciado el tratamiento. En otro
estudio mas reciente, ademas del efecto de Shh sobre la capacidad
vasculogénica y la funcién endotelial en CE, se ha demostrado un

efecto cardioprotector ejercido directamente sobre los

cardiomiocitos (Paulis et al., 2015).
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Hipotesis

Nuestra hipoétesis se basa en que en pacientes con IAM, los niveles de
CEC y CPE circulantes varian a lo largo de seis meses de evolucién clinica,
coincidiendo con las fases de dafio vascular y regeneracion endotelial,
respectivamente. Ademds, las CPE aisladas de sangre periférica vy
mantenidas en cultivo reproducirian las caracteristicas fenotipicas y
funcionales de células endoteliales maduras y, durante la evolucidn
clinica del paciente, modificarian su capacidad funcional para favorecer
el establecimiento de un endotelio regenerado. Finalmente, el
tratamiento de CPE aisladas de sangre periférica y mantenidas en cultivo

Shh+

con MP>""" mejorarian la funcidn regenerativa de las CPE.
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Objetivos

El recuento de CEC y CPE circulantes en sangre periférica en
individuos sanos y en pacientes con IAM a distintos tiempos

durante 6 meses de evolucion clinica.

El establecimiento de un protocolo éptimo de aislamiento de
CPE de sangre periférica que permita la obtencidn y expansion
de cultivos de CPE con caracteristicas fenotipicas y funcionales

similares a las de células endoteliales maduras (HUVEC).

El estudio comparativo de las caracteristicas funcionales de las
CPE en cultivo aisladas de individuos sanos y de pacientes con
IAM a distintos tiempos, en términos de adhesién, proliferacién,

crecimiento y vasculogénesis.
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El estudio del efecto de las MPS"™™

en la capacidad vasculogénica
de las CPE aisladas de sangre periférica humana in vitro (en
células en cultivo) e in vivo (en un modelo de ratén
inmunodeficiente) y la implicacion de la ruta de sefalizacion

Hedgehog.

El andlisis de la interaccion de la ruta de sefializacién Hedgehog
con la producciéon de NO y la reorganizacion del citoesqueleto de
actina en CPE en cultivo aisladas de sangre periférica tratadas

shh
con MP>"™,
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Material y métodos

Este estudio fue aprobado por el comité ético de la Fundacion para la
Investigacion del Hospital Clinico Universitario de Valencia (FIHCUV) y
cumple con los principios éticos contemplados en la Declaracion de
Helsinki. Todos los sujetos firmaron el consentimiento informado antes
de ser incluidos en este estudio. Parte de los resultados presentados en
esta tesis forman parte del proyecto titulado “Células endoteliales
circulantes y células progenitoras endoteliales en la enfermedad
cardiovascular aguada. Correlacion con la funcién endotelial y Ia

evolucién clinica”.

4.1 Poblacion de estudio

Durante el periodo comprendido entre febrero de 2009 hasta julio
del 2012 se incluyeron en el estudio pacientes con IAM y sujetos sanos
por el Servicio de Cardiologia del Hospital Clinico Universitario de

Valencia.
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Se reclutaron 50 pacientes de edad igual o inferior a 75 afios con un
primer episodio de cardiopatia isquémica, que ingresaron por
sindrome coronario agudo y troponinas positivas. Para ser incluidos en
este estudio, los pacientes debian presentar 1 o mas factores de riesgo
cardiovascular. Ademds, podian ser incluidos pacientes con historia
previa de accidente vascular cerebral que no tomaran estatinas. Tras el
cateterismo, sdlo se incluyeron aquellos pacientes con enfermedad

significativa (estenosis >50%) de al menos una arteria coronaria.

Como criterios de exclusion se establecieron: pacientes con
sindrome coronario agudo previo, los pacientes pretratados con
estatinas y los que tuvieran un ingreso previo por insuficiencia
cardiaca. También se excluyeron de este estudio pacientes que no
pudieran ser sometidos a resonancia magnética cardiaca

(claustrofobia, portadores de marcapasos o desfibriladores).

En pacientes con IAM, se tomaron muestras de sangre a tres
tiempos diferentes a lo largo de su evolucidon clinica. La primera
muestra de sangre se obtuvo durante las primeras 24 horas tras ser
diagnosticados con IAM. La segunda muestra se obtuvo 30 dias
después del infarto. La tercera muestra se obtuvo 6 meses después del

infarto.

También se reclutaron un total de 50 sujetos sanos (controles) sin

cardiopatia isquémica ni antecedentes cardiovasculares, emparejados
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en sexo y edad (£ 3 afos) con los pacientes con IAM. En este grupo de

individuos se realizd una Unica toma de sangre.

Las muestras de sangre extraidas en este trabajo se destinaron para
diferentes fines. En primer lugar, los primeros 6 mL se descartaron para
evitar una contaminacion de las muestras de sangre con CE
desprendidas durante el proceso de venopuncién y se destinaron para la
determinacién de diferentes parametros bioquimicos. El resto de sangre
extraida se destind, por una parte, a la determinacion del nimero de

CPE circulantes y CEC; por otra, a la obtencidn de cultivos de CPE.
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4.2 Cultivos celulares

de

64

El presente trabajo se realiz6 empleando dos tipos de cultivos de CE

origen humano.

4.2.1 Células endoteliales de vena de cordon umbilical
humano

Los cordones umbilicales de recién nacidos se obtuvieron del
Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Clinico
Universitario de Valencia con el consentimiento informado de las

donantes.

El aislamiento y posterior cultivo de las HUVEC, se realizo tal y
como se describe en (Monsalve et al., 2007) con algunas
modificaciones. Tras el parto, los cordones umbilicales se
mantuvieron en una solucion de tampon fosfato (PBS) (Sigma-
Aldrich, Tres Cantos, Espafia) a 4°C hasta su posterior procesado.
Inicialmente, los cordones se lavaron externamente con PBS para
eliminar posibles restos de sangre. A continuacién la vena se
canuldé y se lavd internamente con una solucion de PBS para
eliminar completamente restos de sangre de su interior. Tras el
lavado, se introdujo una solucién de colagenasa (0,1 mg/mL) (Life
Technologies, Alcobendas, Espafia) y se incubd durante 15 min a
37°C. Las CE desprendidas tras el tratamiento enzimatico se
recuperaron con un lavado adicional con medio M199 (Life
Technologies) enriquecido con suero bovino fetal (SBF) (Life
Technologies) al 20% en un tubo cdnico. La solucién que contenia

las CE se centrifugd 700 g durante 5 min y el pellet se resuspendio
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en medio endotelial especifico EBM-2 (Lonza, Verviers, Bélgica)
enriquecido con factores de crecimiento EGM-2 (Lonza). Las células
se sembraron en frascos de cultivo de 25 cm?. La morfologia
adoquinada se determind mediante microscopia optica y el
fenotipo endotelial mediante la expresion del factor von
Willebrand (Abcam, Cambridge, Reino Unido). Para la realizacién
de los experimentos de funcionalismo celular se utilizaron cultivos

de HUVEC del 42 al 62 pase.

4.2.2 Células progenitoras endoteliales

Durante el proceso de aislamiento y cultivo de las CPE se
identificaron diferentes puntos criticos que se describen a
continuacién asi como las diferentes condiciones testadas para cada
uno de ellos. La puesta a punto del protocolo especifico utilizado
para el aislamiento y cultivo de las CPE se presenta en la seccion de

Resultados.

4.2.2.1 Obtencion de las muestras de sangre

Las muestras de sangre periférica de sujetos sanos y de
pacientes con IAM se obtuvieron por venopuncion, en tubos
tratados con distintos anticoagulantes. Para la determinacion de
las condiciones éptimas para el cultivo de CPE se testaron
diferentes volimenes de sangre y diferentes tiempos para el

procesado de las muestras de sangre.
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4.2.2.1.1 Anticoagulantes

En la determinacién del mejor anticoagulante para la
extraccion de las muestras de sangre se estudiaron tres
anticoagulantes diferentes, la heparina, el citrato de sodio y
el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), todos ellos de

Becton Dickinson.

4.2.2.1.2 Volumen de las muestras de sangre

La concentracion de CPE en muestras de sangre periférica
es muy baja y el volumen de sangre procesada para su
aislamiento es, por tanto, un factor limitante. Por este motivo
se utilizaron volimenes de sangre de 10, 20 y 30 mL para
determinar el minimo volumen de sangre que permitiera

obtener cultivos de CPE con un alto rendimiento.

Tras la extraccién, las muestras de sangre se
centrifugaron en gradiente de densidad (Lymphoprep, Axis-
shield, Oslo, Noruega) a razén de volumenes 2:1 (sangre:
Lymphoprep), a 800 g durante 30 min a temperatura
ambiente. Las CMN fueron recuperadas y lavadas dos veces

con 6% SBF en PBS (Figura 18).
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Figura 18. Esquema representativo de trabajo desde la obtencion de las
muestras de sangre hasta su procesado para la obtencion de las células
mononucleadas.

4.2.2.1.3 Tiempo transcurrido desde la obtencidon de

las muestras de sangre hasta su procesado

Para determinar si con el transcurso del tiempo desde la
obtencion de las muestras la viabilidad celular podia
disminuir se testaron dos tiempos de procesado, a las 2 horas

y a las 24 horas después de la extraccion.

4.2.2.2 Condiciones de cultivo testadas

Parte de los puntos criticos identificados en el proceso de
aislamiento y cultivo de CPE se hallaron en las condiciones
especificas utilizadas durante en el cultivo celular. De esta

manera, testamos las siguientes condiciones de cultivo:
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4.2.2.2.1 Matriz extracelular

Todos los protocolos utilizados en el cultivo de CPE hacen
uso de diferentes matrices celulares. De ellas depende la
capacidad de seleccionar especificamente a las CPE que
finalmente van a diferenciarse a CE con un fenotipo maduro.
Tras una extensa revision bibliografica decidimos testar dos

de las matrices mds utilizadas: fibronectina y gelatina.

4.2.2.2.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el cultivo de CPE era el
medio basal endotelial (EBM-2) enriquecido con los factores
de crecimiento presentes en los single quots EGM-2. Sin
embargo, no habia un consenso claro en cuanto al
enriquecimiento de este medio con SBF. En el presente
trabajo se testaron dos concentraciones diferentes de SBF.
Asi se prepararon dos medios de cultivo EGM-2 diferentes,

uno enriquecido con SBF al 2% y otro al 20%.
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4.3 Caracterizacion de los cultivos de células progenitoras
endoteliales

Los cultivos de CPE obtenidos se sometieron a diferentes estudios
gue a continuacion se detallan con la finalidad de determinar su
fenotipo. Para ello se hizo uso de diferentes técnicas como la

citometria de flujo y la microscopia de fluorescencia.

4.3.1 Caracterizacion de los cultivos de células progenitoras
endoteliales por citometria de flujo

Las CPE en cultivo se recogieron tras un tratamiento de tripsina
(Life Technologies) al 0,05% durante 5 min, se lavaron y se
resuspendieron en PBS a razon de 10° células/mL. A continuacion,
10° células se incubaron durante 15 min con los siguientes
anticuerpos individualmente (Tabla 2) o con su correspondiente

control isotipico siguiendo las instrucciones del fabricante.

Anticuerpo Fluorocromo Fabricante
KDR PE R&D Systems
CD31 FITC Becton Dickinson
CD34 FITC Becton Dickinson
CD45 PerCP Becton Dickinson

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para la caracterizacion de los
cultivos de CPE por citometria de flujo. PE (Ficoeritrina); FITC
(isotiocianato de fluoresceina); PerCP (proteina clorofila
peridinina).
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Tras el periodo de incubacién se analizd la expresion de los
marcadores en un total de 20000 células. Las muestras fueron
analizadas por el Servicio de Citometria de la Unidad Central de
Investigacion de Medicina (UCIM) de la Universidad de Valencia
con el citémetro FACSVerse (Becton Dickinson, Madrid, Espafia) y
el software BD FACSuite (Becton Dickinson). Los resultados se
mostraron como histogramas con numero de células en el eje de
las ordenadas e intensidad de fluorescencia en las abscisas (Figura

19).

700 Figura 19. Caracterizacion
600 fenotipica de los cultivos de
CPE por citometria de flujo.
Histograma representativo de
400 los resultados obtenidos por
citometria de flujo. En gris,
células marcadas con los
200 controles isotipicos; en negro,
las células incubadas con
anticuerpo.
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4.3.2 Caracterizacion de los cultivos de células progenitoras
endoteliales por microscopia de fluorescencia

Para determinar el fenotipo endotelial de las CPE aisladas, por
microscopia de fluorescencia se analizé la capacidad de éstas para
captar LDL acetilada (acLDL) y la capacidad de la aglutinina de Ulex
europaeus de unirse a glicocompuestos, que contienen a-L-fucosa,

presentes en las CE (Holthofer et al., 1982; Voyta et al., 1984).
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Para ello, las CPE en cultivo se incubaron con 2ug/mL de aclLDL
unida al fluorocromo Dil (Dil acLDL) (Life Technologies) durante una
hora a 37°C. Gracias al fluorocromo el proceso de fagocitosis de la
Dil acLDL por parte de las CE puede ser apreciado facilmente,
observandose pequefias vesiculas en el interior celular que emiten
una fluorescencia dentro de la region del rojo del espectro visible.
Tras esta incubacidn, las células fueron lavadas dos veces con PBS y
fijadas a temperatura ambiente durante 15 min con una solucién de

paraformaldehido al 4% en PBS.

Una vez fijadas, se incubaron con 10 pg/mL de aglutinina de Ulex
europaeus marcada con FITC (Sigma-Aldrich) durante una hora a
temperatura ambiente. El FITC emite fluorescencia en la regién del
verde del espectro visible. Los nucleos celulares se marcaron con
4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich). Este compuesto

emite fluorescencia en la region del azul del espectro visible.

Las muestras tenidas se observaron al microscopio confocal Leica
SP2 (Leica, Barcelona, Espaia) del Servicio de Microscopia de la
UCIM de la Universidad de Valencia. Las imagenes se obtuvieron

con un objetivo de 40X y una magnificacion total 1200X.

Mediante microscopia de fluorescencia se determind la
expresion del vWF en cultivos de CPE obtenidos. Para ello, las CPE
se fijaron con una solucién de paraformaldehido al 4% en PBS

durante 15 min a temperatura ambiente. Después del proceso de
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fijacion las células fueron permeabilizadas con Triton X-100 al
0,25% en PBS durante 30 min. A continuacién, y siguiendo las
instrucciones del fabricante, las células fueron incubadas con el
anticuerpo primario policlonal anti-vWF (Abcam, Cambrigde, Reino
Unido); después con el anticuerpo secundario conjugado con el
fluorocromo Dylight 488 (Abcam), que emite fluorescencia en la
region del verde del espectro visible. Los nucleos celulares se
marcaron con DAPI. Las imagenes se obtuvieron en el microscopio
de fluorescencia invertido Nikon Eclipse Ti (Nikon, Valencia,
Espafia) con el objetivo 10X (magnificacién total 100X) y con la

camara digital Nikon Ds-QiMic (Nikon).
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4.4 Determinacion de la funcidn celular

En el presente trabajo, la funcidon de las CE se analizé mediante la
determinacién de las capacidades de crecimiento, de proliferacion, de
adhesidon, de vasculogénesis (in vivo e in vitro) y de produccion de NO.
A continuacion se detallan los protocolos utilizados para la

determinacién de cada una de estas capacidades celulares.

4.4.1 Adhesion celular

Los experimentos de adhesion se realizaron en placas con
cuadricula de 4 mm? (Nunc, Madrid, Espafia) pretratadas con
fibronectina (2,5 pg/cm?). Inicialmente se sembraron 5-10* células
por placa y se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 30 min. Tras el
periodo de incubacién se eliminaron aquellas células no adheridas
mediante dos lavados con PBS y se contaron 6 cuadriculas elegidas
al azar por dos investigadores independientes. Los resultados se
muestran como porcentaje de células adheridas en relacion al

numero total de células sembradas.

4.4.2 Proliferacion celular

La proliferacion celular se midid por citometria de flujo mediante
el uso de ioduro de propidio (IP). El IP se intercala entre el DNA y
permite determinar el contenido de DNA celular y la distribucion de
una poblacion celular en las diferentes fases del ciclo celular.
Asimismo y en funcién de la intensidad de fluorescencia del IP, se

pueden distinguir células en fase Gg/G; que contienen una sola
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copia de todo el DNA celular, células en interfase o fase de sintesis

(S) de DNA y células en mitosis (M) con dos copias del DNA celular

(Figura 20).
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Figura 20. Histograma representativo de los resultados obtenidos por
citometria de flujo para el analisis del ciclo celular. En azul, células en fase
Go/G,; en verde, células en interfase (S) y en rojo, células en mitosis (M).

En primer lugar los cultivos se sincronizaron manteniéndolos en
medio de ayuno, medio 199 sin SBF, durante 48 horas. A
continuacién los cultivos se estimularon durante 18 horas con
medio de cultivo endotelial EGM-2. Finalizado este tiempo las
células se recuperaron con una solucién de tripsina al 0,05%, se
fijaron con etanol al 70% vy se tifieron con el kit comercial PI-RNase

(Immunostep) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez teiidas, el ciclo celular se examind por citometria de
flujo con el citdbmetro FC500 (Beckman Coulter, Madrid, Espafia) y
los resultados fueron analizados con el software Infinicyt (Cytognos

S.A., Salamanca, Espafa). Los resultados se presentaron como
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porcentaje de células en proliferacion (células en interfase y

mitosis) respecto del total de células analizadas.

4.4.3 Curva de crecimiento

Inicialmente se sembraron 6 pocillos con 1,5-10* células/pocillo
para cada uno de los cultivos en medio endotelial especifico EGM-2.
24 horas después se realizé el recuento de células en uno de los
pocillos y se cambié el medio de cultivo en los restantes. El proceso

se repitié durante 6 dias seguidos.

Para el recuento celular, las células se recogieron mediante el
tratamiento con tripsina al 0,05% y se resuspendieron en 100 pL de
Azul Tripan. Las células se contaron en la camara de Neubauer
modificada y los resultados se expresaron como nimero de células

totales por pocillo.

A partir de los resultados obtenidos se calcularon la fase de
latencia, en la que no existe crecimiento celular y las células se
adaptan a las nuevas condiciones de cultivo, la fase de crecimiento
exponencial y la fase estacionaria, en la que no existe un
crecimiento neto de la poblacién celular por que las células han

alcanzado confluencia.

4.4.4 Capacidad vasculogénica in vitro
La capacidad vasculogénica celular se determind mediante el

ensayo in vitro de Matrigel ® (Becton Dickinson) tal y como se
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describié en 2005 (Mezentsev et al., 2005). En primer lugar se
prepararon las placas de cultivo para recubrirlas con una matriz de
Matrigel. Para ello, el Matrigel se diluyé a razén 1:1 con medio de
cultivo EGM-2 completo libre de SBF. Se afiadieron 200 plL de esta
preparacion por cada pocillo en placas de 24 pocillos y se dejo
solidificar a 37°C durante 30 min. A continuacién se sembraron
1.5-10° células por pocillo y se incubaron durante 24 horas. En el
caso de que este experimento se realizara con la adicidon de algun
tratamiento, éste se afiadid una hora después de la siembra y se
incubd durante 24 horas. Se adquirieron un total de 5 campos
aleatorios por pocillo con el microscopio de fluorescencia invertido
Nikon Eclipse Ti con el objetivo 4X (magnificacién total 40X) y con la
camara digital Nikon Ds-QiMic (Nikon). Las estructuras tubulares
formadas sobre el Matrigel se analizaron con el programa Image
Pro-Plus V.6 (Media Cybernetics, Rockville, USA). Los resultados se
muestran como longitud total (um) de las estructuras tubulares por

imagen.

4.4.5 Capacidad vasculogénica in vivo

Para determinar la capacidad vasculogénica de las CPE in vivo
realizamos el ensayo de implantes de Matrigel o Matrigel plug
assay. Por una parte, las CPE se sembraron en frascos de 25 cm?
hasta que se obtuvieron cultivos confluentes y se recogieron con
una solucion de tripsina al 0.05%. Por otra parte, al Matrigel se le

anadieron los factores de crecimiento del EGM-2 single quots

(Lonza). La preparacién de los implantes de Matrigel se logrd
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mezclando 300 pL de Matrigel enriquecido con los factores de
crecimiento y 7.5-10° células, manteniéndolo en todo momento a
4°C. Una vez preparados, los implantes de Matrigel con las CPE se
inyectaron subcutaneamente en la zona dorsal de ratones nude
RjOrl:NMRI-Foxnlnu/Foxnlnu (Janvier, Le Genest-Saint-Isle,
Francia). Tras 7 dias los ratones se sacrificaron y se extrajeron los
implantes que se homogenizaron en solucién de lisis (17 mM Tris
HCl 0,75% NH4 pH 7.6) durante 18 horas a 4°C. Finalmente se
determind el contenido de hemoglobina de los sobrenadantes,
referido al peso del implante, mediante el reactivo de Drabkin
(Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados se muestran como contenido de hemoglobina total

expresado en unidades arbitrarias, relativas a los valores control.

4.4.6 Produccidn de dxido nitrico

La produccién de NO en células en cultivo se determiné mediante
el uso de la sonda fluorescente 4-amino-5-metilamino-2’,7’-
difluorofluoresceina  diacetato  (DAF-FM diacetato) (Life
Technologies). Esta sonda contiene un grupo diacetato que le
permite la entrada al citoplasma celular. Una vez en su interior,
diferentes esterasas eliminan este grupo haciendo imposible su
difusion al exterior de la célula a través de la membrana plasmatica.
Cuando la sonda interacciona con el NO producido en el interior
celular emite una fluorescencia en la region verde del espectro

visible.
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Después de aplicar los diferentes tratamientos sobre los cultivos
de CPE, las células fueron incubadas con 3,8 uM de DAF-FM a 37°Cy
5% CO2 durante 30 min. Para eliminar el exceso de la sonda se
realizaron dos lavados con PBS y las células se incubaron durante 15
min adicionales para asegurar una completa desesterificacion de los
diacetatos intracelulares. La produccién de NO se determind
midiendo la fluorescencia de la sonda DAF-FM en cinco campos
aleatorios con el microscopio de fluorescencia invertido Nikon
Eclipse Ti con el objetivo 10X (magnificaciéon total 100X) y con la
camara digital Nikon Ds-QiMic. Los resultados se analizaron con el
programa Image Pro-Plus V.6 y se expresaron como intensidad

media de fluorescencia por campo.
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4.5 Recuento de las células endoteliales circulantes y las células
progenitoras endoteliales circulantes

El nidmero de CEC y CPE circulantes en muestras de sangre
periférica se determind por citometria de flujo atendiendo a la

expresion de diferentes marcadores de la superficie celular (Tabla 3).

Anticuerpo Fluorocromo Fabricante
KDR PE R&D Systems
CD31 FITC Becton Dickinson
CD34 FITC Becton Dickinson
CD146 PE BioCytex
CD45 PerCP Becton Dickinson

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para la determinacion del
numero de CPE circulantes y CEC.

Se incubaron 150 upL de sangre periférica con diferentes
combinaciones de anticuerpos segun la poblacion celular estudiada o
con sus correspondientes controles isotipicos siguiendo las

instrucciones del fabricante.

En la determinacion de las CEC la combinacion de anticuerpos
utilizada fue anti-CD31 conjugado con FITC, anti-CD146 conjugado con
PE y anti-CD45 conjugado con PerCP. Se consideraron CEC aquellas con

el fenotipo CD31+CD146+CD45-.

Para la determinacién de las CPE circulantes, la combinacién de

anticuerpos elegida fue anti-CD34 conjugado a FITC, anti-KDR

79



Material y métodos

conjugado a PE y anti-CD45 conjugado a PerCP. Se consideraron CPE

circulantes aquellas con el fenotipo CD34+KDR+CD45-.

Pasado el periodo de incubacidn con los anticuerpos los eritrocitos
se lisaron mediante una incubacién de 15 minutos con la solucién de
lisis BD FACS Lysing Solution (Becton Dickinson). Después las muestras
se lavaron dos veces, se resuspendieron en PBS con heparina (50U/mL)
y se analizaron un total de 2-10° eventos por muestra con el citdmetro
de flujo FC500 (Beckman Coulter). Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado y los resultados se expresaron como nimero

de CPE circulantes o CEC por mL de sangre.
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4.6 Produccion de microparticulas

En la dltima parte de este trabajo se utilizaron MP especificamente
producidas para que contuvieran el morfogen Shh, MPS* A
continuacién se detalla la produccion de MP*"™ asi como sus

equivalentes negativas, MP que no contuvieran al morfogen Shh,

Shh- | .. .
MP>"™, utilizadas como control negativo.

La produccién de MP se realizé tal y como se describe en (Martinez
et al., 2006). La linea celular linfoblastoide humana (CEM) fue obtenida
de la coleccidon de cultivos tipo americana (ATCC, Virginia, Estados
unidos). Las CEM se cultivaron en medio X-Vivo 15 (Lonza) sin suero
hasta obtener un concentracién de células en cultivo de 1-10°
células/mL.

Shh
* las CEM se trataron con

Para la obtenciéon de las MP
fitohemaglutinina (Sigma-Aldrich) (10ug/mL) durante 72 horas.
Transcurrido este tiempo, las CEM se trataron con forbol 12-miristato
14-acetato (Sigma-Aldrich) (40 ng/mL) y actinomicina D (Sigma-Aldrich)
(1pg/mL) durante otras 24 horas. En conjunto las CEM fueron tratadas
de forma secuencial durante un periodo de 96 horas. Para la obtencidn

de MP*"™ las CEM se trataron Unicamente con actinomicina D (1pg/mL)

durante 24 horas.

Tras los tratamientos, las CEM fueron sometidas a una serie de

Shh+ Shh+
. L

centrifugaciones para aislar tanto las MP como las MP a

primera centrifugacion se realizd a 750 g durante 15 min para eliminar
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el contenido celular. Después, el sobrenadante obtenido de esta
centrifugacion se sometié a otra centrifugaciéon de 1.500 g para
eliminar posibles restos celulares y el sobrenadante se recuperé de
nuevo. Este sobrenadante, que contenia las MP, se centrifugd a 14.000
g durante 45 min para precipitar las MP. En este punto el sobrenadante
fue descartado y las MP se sometieron a dos lavados con solucién
salina (NaCl 0.9 %) (Sigma-Aldrich) con dos centrifugaciones adicionales
a 14.000 g durante 45 min. Finalmente las MP se recuperaron con 400
pL de solucién salina estéril. El contenido de MP se ajusté a 10 pg/uL
de proteina determinado a través de estandares de albumina de suero

bovino por el método de Lowry.

82



Material y métodos

4.7 Estudio de la reorganizacién del citoesqueleto

Para estudiar los cambios morfolégicos observados en los cultivos
celulares inducidos por los diferentes tratamientos durante 24 horas,
las CPE se fijaron con una solucién de paraformaldehido al 4% en PBS
durante 20 min a temperatura ambiente y fueron permeabilizadas con
Triton X-100 al 0,5% en PBS durante 5 min. Los filamentos de actina se
tineron con el kit comercial Rhodamine Phalloidin (Cytoskeleton,
Colorado, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los nucleos
celulares se marcaron con 100 nM de DAPI en PBS durante 30
segundos. La imagenes fueron captadas con el microscopio de
fluorescencia invertido Nikon Eclipse Ti, objetivo 40X (magnificacién

total 400X) y la cdmara digital Nikon Ds-QiMic.
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4.8 Estudio de la interaccion de las microparticulas con las
células progenitoras endoteliales

Para estudiar la interccion de las MP con las CPE, las MP se tifieron
con PKH67 (Sigma-Aldrich), marcador fluorescente verde con largas
colas alifaticas que se incorporan en las regiones lipidicas de la
membrana. En primer lugar las MP se incubaron durante 2 min con una
solucion de PKH67 2 mM en solucidn salina (NaCl 0,9%). El proceso de
tincién se detuvo con la adicién de SBF al 100%. Para eliminar el exceso

de marcador las MP se lavaron dos veces con solucién salina estéril.

Por otro lado, y para poder visualizar las células y las estructuras
celulares, los nucleos y el citosqueleto de actina de las CPE se marcaron
con DAPI y Rhodamina-Phalloidina tal y como se indica en el apartado

anterior.

Después del proceso de tincidon se obtuvieron imagenes con el
microscopio confocal LMS 700 (Carl Zeiss Microscopy, Barcelona,
Espafia) con los objetivos de 10X y 63X (magnificacion total de 100X y
630X, respectivamente). La captacion de las imdagenes y su analisis fue

Ilevado a cabo con el programa ZEN (Carl Zeiss Microscopy).
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4.9 Exposicion de las células progenitoras endoteliales a los

diferentes tratamientos
Con la finalidad de profundizar en los mecanismos moleculares
implicados en los procesos celulares estudiados, las CPE fueron

sometidas a diferentes tratamientos.

4.9.1 Ciclopamina
Es un alcloide esteroideo obtenido de la planta Veratum

californicum y potente inhibidor de la ruta de sefializacidon
Hedgehog por influencia en el balance entre las formas activa e
inactiva de la proteina SMO. En la figura 21 se muestra el lugar en la
ruta de sefializacién Hedgehog donde ejerce su inhibicién (Dorsam

and Gutkind, 2007).
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La ciclopamina (Sigma-Aldrich) se adquirié en forma hidrato de
ciclopamina y se disolvié en dimetil sulféxido (DMSO) a una
concentracién stock de 3 mM. Cuando las CPE alcanzaron un 80%
de confluencia se trataron con ciclopamina 15 uM en DMSO al 1%
una hora antes de la adicién de las MP y, después, durante un
periodo de 24 horas. Las CPE utilizadas como control se trataron
Unicamente con el vehiculo, DMSO al 1 %, para descartar los
posibles efectos que el DMSO pudiera tener por si mismo en la ruta

estudiada.

4.9.2 LY 294002

El LY 294002 es un compuesto quimico que posee un grupo
morfolino y es un potente inhibidor selectivo de la fosfatidilinositol
3-quinasa (P13K) cuando interacciona con el sitio de unién al ATP. La
PI3K se encuentra en la ruta activada por el efector de Shh, SMO. La
figura 22 muestra su el lugar de la ruta de sefializacién Shh donde el

LY 294002 ejerce su inhibicion.
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El LY 294002 (Merck Millipore, Madrid, Espafia) se disolvid en
DMSO siguiendo las instrucciones del fabricante a wuna
concentracién stock de 10 mM. Cuando las células alcanzaron el
80% de confluencia se trataron con LY 294002 10 uM en DMSO al
1% una hora antes de la adicion de las MP y, después, durante un
periodo de 24 horas. Para estudiar posibles efectos ocasionados

por el vehiculo, las CPE se incubaron con DMSO 1%.

49.3 Y27362

El Y 27632 es un potente inhibidor selectivo de las proteinas
guinasas asociadas a RHO (ROCK). Esta inhibicion es competitiva
con respecto al sitio de union del ATP y reversible. La ROCK se

encuentra en la ruta de sefializacién del efector de Hedgehog,
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SMO. La figura 23 muestra el lugar de la ruta de sefializacién

Hedgehog donde ejerce su inhibicidn.

Presence of Hh ligands

Figura 23. Ruta de seializa-
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tada de (Dorsam and Gutkind,
2007).
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El Y 27632 (Merck Millipore) se disolvid siguiendo las
instrucciones del proveedor a una concentracion stock de 10 mM
en agua ultrapura. Cuando las células alcanzaron el 80% de
confluencia se trataron con Y 27632 100 uM una hora antes de la

adicion de las MP vy, después, durante un periodo de 24 horas.

4.9.4 L-NAME

El N*-Nitro-L-arginina metil éster hidrocloruro (L-NAME), analogo
de la L-Arginina, es un inhibidor de la actividad éxido nitrico sintasa
(NOS) y bloquea la produccién de NO de las isoformas endotelial
(eNOS), neuronal (nNOS) e inducible (iNOS). La figura 24 muestra la

reaccién que inhibida por el L-NAME.
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Figura 24. Reaccion de conversion de L-Arginina en NO e
inhibicion por el L-NAME.
El L-NAME (Sigma-Aldrich) se disolvid en agua ultrapura a una
concentracion stock de 10 mM. Cuando las células alcanzaron el
80% de confluencia se trataron con L-NAME 100 uM una hora antes

de la adicion de las MP y, después, durante un periodo de 24 horas.
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4.10 Anadlisis de la expresion génica

El analisis de la expresion génica se llevd a cabo mediante la técnica

Real-Time quantitative Polimerase Chain Reaction (RT-qPCR) midiendo

la

cantidad relativa de transcritos de un conjunto determinado de

genes respecto a un gen enddgeno expresado constitutivamente.

90

4.10.1 Extraccion del RNA total

Tras la exposicion de las CPE a los diferentes tratamientos éstas
se recogieron con Trizol (Life Technologies) para proceder a la
extraccion del RNA total. Para asegurar una perfecta
homogenizacion se utilizaron jeringuillas de 1 mL y agujas
hipodérmicas 25G x 5/8”. La extraccion del RNA total se realizé en
columnas de silica con el kit comercial PureLink RNA Mini Kit (Life
Technologies) segun las instrucciones del fabricante. EI DNA
gendmico se elimind por digestién con DNasa, PurelLink DNase Set
(Life Technologies), en columna. Finalmente, el RNA fue eluido de
las columnas, se cuantificd y se congeld a -802C hasta su posterior

uso.

La integridad del RNA se determind mediante el bioanalizador
2100 Bioanalyzer (Agilent, California, USA). Ademas también se
determind la pureza de muestras de RNA aislado mediante el
célculo del ratio de absorbancia Ays0/Az0. Unicamente se utilizaron
aquellas muestras en las que el RNA presentaba buena integridad y

un ratio Ayeo/A2s0> 1.8.
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4.10.2 Sintesis de cDNA a partir del RNA total

Para poder llevar a cabo la RT-qPCR es necesario retrotranscribir
el RNA total a cDNA. Este proceso se llevo a cabo con el kit High-
Capacity RNA-to-cDNA (Life Technologies) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El termociclador utilizado para la
retrotranscripcion fue el Mastercycler Eppendorf Thermocycler
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania). EI cDNA obtenido en esta

reaccion se conservo a -802C hasta su uso.

4.10.3 Real Time-quantitative Polimerase Chain Reaction

La quantificacién de los genes (Tabla 4) se llevé a cabo por RT-
gPCR en el termociclador ABI Prism 7900 Sequence Detection
System (Applied Biosystems, California, USA) y con el uso de la
tecnologia TagMan (Applied Biosystems). Esta tecnologia permite la
deteccién y cuantificacion relativa a un gen enddgeno de la

expresién génica. En nuestro caso el gen enddgeno de eleccion fue

el 18S.
Symbol Name TagMan assay Reference sequence
SMO Smoothened Hs01090242_m1 NM_005631.4
GLI1 GLI family zinc finger 1 Hs01110766_m1 NM_005269.2
PTCH1 Patched 1 Hs00181117_m1 NM_000264.3
NOS3 Nitric oxide synthase 3 Hs01574659_m1 NM_000603.4
VEGFA  Vascular endothelial growth factor A Hs00900055_m1 NM_001025366.2
KDR Kinase insert domain receptor Hs00911700_m1 NM_002253.2
KLF2 Kruppel-like factor 2 Hs00360439_g1 NM_016270.2
18S 18S ribosomal RNA Hs99999901_s1 X_03205.1

Tabla 4. Sondas tagman utilizados para la determinacion de la expresion génica por
RT-qPCR.
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Las reacciones de PCR se prepararon con el Gene Expression
Master Mix (Applied Biosystems) y las sondas Tagman siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los resultados se analizaron con el
programa SDS 2.3 (Applied Biosystems) y se expresaron como
expresion relativa al gen enddgeno 18S. La variacion en la
expresion de un gen se calculé como 2°%*“", donde AACt se obtiene
de la siguiente manera:

AACt = ACtyratamiento — ACteontrol
donde

ACttratamiento = Ct(gen prOb]ematratamiento )_ Ct (gen endégenotratamiento)

Athontml = Ct(gen prOblemacontml)_ Ct (gen endégenocontml)
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4.11 Anadlisis de la expresion proteica

El analisis de la expresidn proteica se llevé a cabo por la técnica de
Western Blot. Esta técnica comporta en primer lugar el extraccién de la
proteina total de los cultivos celulares. A continuacién, su separacién
por peso molecular mediante electroforesis en geles de poliacrilamida.
Finalmente, las proteinas se transfieren a una membrana de

nitrocelulosa y se detectan por medio de anticuerpos especificos.

4.11.1 Preparacion de las muestras y extraccion de proteinas
totales

Tras realizar los tratamientos, los cultivos de CPE se lavaron dos
veces con PBS se resuspendieron en tampdn de lisis RIPA (Sigma-
Aldrich) con inhibidores de proteasas (Complete protease inhibitor
cocktail, Roche, Madrid, Espafia) e inhibidores de fosfatasas
(PhosphoSTOP, Roche). Las células lisadas fueron también sonicadas
para asegurarnos una completa disrupcion de las membranas
celulares y solubilizacidon de los complejos proteicos. Finalmente, el
contenido proteico total se determind por la técnica del acido
bicinconinico (BCA) (BCA Protein Assay, Pierce, Fisher Scientific,
Madrid, Espafia) utilizando una curva estandar de proteina

seroalbumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich).

4.11.2 Separacion de las proteinas por electroforesis
La separacion de proteinas se llevé a cabo por electroforesis en

geles de poliacrilamida en gradiente 4-20% (Mini-PROTEAN® TGX
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Stain-Free™ Gel) (Bio Rad, Madrid, Espafia). Estos geles permiten la
separacion de las proteinas atendiendo a un unico criterio, el peso
molecular. La electroforesis se realizé en el sistema Mini-PROTEAN®
Tetra Cell (Bio Rad) a un voltaje constante de 140 V durante 30 — 40

minutos.

4.11.3 Western Blot

Una vez separadas, las proteinas, fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa utilizando el mismo sistema con un
voltaje de 100 V durante 2 horas a 42C para proceder a la deteccién
de las proteinas de interés por medio de anticuerpos especificos

dirigidos contra éstas (Tabla 5).

Name KDa Provider Dilution
Integrin a2 150 Becton Dickinson 1:250
Integrin a3 135 Becton Dickinson 1:250
Integrin a5 150 Becton Dickinson 1:5000
Integrin al 180 Becton Dickinson 1:500
Integrin aV 125 Becton Dickinson 1:250
Integrin 1 130 Becton Dickinson 1:2500
Integrin B3 104 Becton Dickinson 1:2500
Integrin B4 200 Becton Dickinson 1:250
Fibronectin 240 Becton Dickinson 1:5000

Akt 60 Cell Signaling 1:500

p-Akt Ser 473 60 Cell Signaling 1:500
eNOS 140 Santa Cruz Biotechnology 1:500
p-eNOS Ser 1177 140 Cell Signaling 1:500
p-eNOS Thr 495 140 Cell Signaling 1:500
B-actin 42 Sigma-Aldrich 1:5000
anti-goat IgG - Santa Cruz Biotechnology 1:5000
anti-rabbit IgG - Santa Cruz Biotechnology 1:5000
anti-mouse IgG - Santa Cruz Biotechnology 1:5000

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para la determinacidon de la expresidon génica
por WB.
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Para aumentar la especificidad antigeno-anticuerpo las
membranas se bloquearon con una solucién de BSA al 3% y 0,1%

Tween 20 (Sigma-Aldrich) en PBS durante una hora.

A continuacion, las membranas se incubaron durante toda la
noche a 4°C con el anticuerpo de interés diluido en una solucidn de
BSA al 1% y 0,1% Tween 20. Las diluciones utilizadas para cada
anticuerpo se indican en la tabla 5. Seguidamente, las membranas
se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes, conjugados con el enzima
peroxidasa de rdbano. Tras realizar otros tres lavados las
membranas se incubaron con SuperSignal West Pico
Chemiluminiscent Substrate (Thermo Fisher Scientific, Madrid,

Spain) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las imagenes fueron obtenidas con el detector ImageQuant

LAS-4000 (GE Healthcare Life Science, Barcelona, Spain) y analizadas

con el programa ImageQuant TL 7, (GE Healthcare Life Science).
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4.12 Analisis estadistico

Todos los resultados obtenidos en el presente trabajo se analizaron
mediante el programa GraphPad Prism 6. En primer lugar se realizo el
test de Kolmogodrov-Smirnov con el fin de determinar la distribucién
normal o no de los resultados. Cuando los datos se distribuyeron
normalmente, se aplico el test t-Student para comparaciones simples.
Para comparaciones multiples se aplicé el test ANOVA de una o dos
vias con el post-test post-test de Newman-Keuls o Bonferroni
respectivamente. Cuando la distribucién de los datos no era normal, se
aplico el test no paramétrico Kruskal-Wallis y el post-test Dunns en
comparaciones multiples. Los porcentajes se compararon mediante el
estadistico Chi-cuadrado. Se considerd estadisticamente significativo

un valor de p inferior a 0,05.
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Resultados

5.1 Puesta a punto del método de aislamiento y cultivo de
células progenitoras endoteliales a partir de muestras de sangre
periférica

Para poner a punto el método adecuado para el aislamiento y
cultivo de CPE se utilizaron muestras de sangre procedentes de sujetos
sanos (n=50) (Tabla 6). La poblacién de estudio estaba compuesta en
un 80 % de hombres con una media de edad de 55,8 + 10,4 afios y un
indice de masa corporal de 25,7+ 2,5. En cuanto a los datos clinicos, lo
sujetos no presentaban ningun factor de riesgo cardiovascular y los
valores de la presion arterial sistdlica y diastdlica fueron 123,4 + 12,9y
74,6 + 9,6 mmHg respectivamente. En lo que respecta al perfil lipido,
los sujetos mostraron niveles de colesterol total de 201,1 + 25 mg/dL,
niveles de LDL de 126,7 + 22,2 mg/dL, niveles de HDL de 56,2 + 9,9
mg/dL y niveles de triglicéridos de 86,6 + 31,1 mg/dL.
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CONTROL
Demographic data
Men 40 (80)%
Age (years) 55,8+10,4
Body mass index 25,7+2,5

Clinical data
Systolic blood preassure (mmHg) 123,4 +12,9
Diastolic blood preassure (mmHg) 74,6 +7,6

Heart rate (bpm) 69,5+9,6
Total cholesterol (mg/dL) 201,125
LDL (mg/dL) 126,7 +22,2
HLD (mg/dL) 56,2+9,9
Triglycerides 86,6 + 31,3

Data expressed as n (%) or mean + SD

Tabla 6. Datos demograficos y clinicos de 50 sujetos
sanos de los que se obtuvieron las muestras de
sangre para el aislamiento y cultivo de CPE.

Desde el momento de la extraccion de sangre periférica por
venopuncion hasta la siembra de la muestra para la obtencion CPE,
consideramos una serie de puntos criticos a tener en cuenta en el éxito
de la técnica. En primer lugar, para evitar la contaminacién de las
muestra con células endoteliales desprendidas en el proceso de la
venopuncion se descartaron los primeros 6 ml de sangre, muestra que
se destind a la determinacion de los parametros bioquimicos. A
continuacidén, se testaron cuales de las siguientes condiciones para la
obtencion de cultivos de CPE eran las mas apropiadas: 1) el
anticoagulante utilizado en la extraccién de las muestras de sangre; 2)
el volumen de las muestras de sangre; 3) el tiempo transcurrido desde
la extraccion hasta el procesado de las muestras de sangre; 4) la matriz
extracelular utilizada en el cultivo de las CMN y 5) la adicién de SBF al

medio de cultivo endotelial EGM-2.
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5.1.1 Efecto del anticoagulante en el aislamiento y cultivo

de las células progenitoras endoteliales

Para estudiar el efecto del anticoagulante en el proceso de
aislamiento de las CPE se testaron tres anticoagulantes
habitualmente utilizados en la recogida de sangre y se extrajeron
voliumenes idénticos de sangre periférica en tubos que contenian
EDTA (n=10), heparina sddica (n=10) o citrato sédico (n=10). Las
CMN aisladas a partir de estas muestras se cultivaron hasta que
aparecieron las primeras colonias de CPE o hasta un maximo de 40
dias. Ademas, se registrod el porcentaje de cultivos de CPE obtenidos

y el tiempo medio de aparicidn de las primeras colonias de CPE.

Cuando las muestras de sangre se recogieron en EDTA se
obtuvieron cultivos en el 20% de las muestras procesadas, a
diferencia de las recogidas en heparina sédica o citrato sédico en las
qgue el porcentaje de cultivos obtenido fue del 80% (p<0,01; Figura
25A). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el
tiempo medio de aparicion de las primeras colonias de CPE para los

diferentes anticoagulantes utilizados (Figura 25B).
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Figura 25. Efecto del anticoagulante en el aislamiento y cultivo de CPE. Las
muestras de sangre se recogieron con los anticoagulantes EDTA, heparina
sddica o citrato sdédico. Los cultivos de CMN fueron monitorizados durante
un maximo de 40 dias o hasta que aparecieron las primeras colonias
celulares. (A) Porcentaje de cultivos obtenidos (**p < 0,01 vs. EDTA mediante
el test Chi-cuadrado; n=10). (B) Tiempo medio de aparicion de las primeras
colonias celulares expresado como media + SEM.

En cuanto a la morfologia celular de los cultivos obtenidos
observamos diferencias segun el anticoagulante utilizado. Las
células de los cultivos obtenidos a partir de muestras de sangre
recogidas en citrato sédico mostraban una morfologia diferente
(Figura 26A) a la morfologia adoquinada tipica de CE (Figura 26B),
gue si mostraban las células de los cultivos obtenidos a partir de
muestras de sangre recogidas en heparina. Esta diferencia
morfoldgica se correspondid con una diferencia fenotipica.
Unicamente las células que presentaron una morfologia adoquinada
eran capaces de captar LDL acetilada y de unir Ulex lectina (Figura

26Cy D).
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Figura 26. Caracterizacion morfolégica y fenotipica de CPE procedentes de
muestras recogidas con citrato sédico y heparina (A) Morfologia de las células
obtenidas procedentes de muestras recogidas con citrato sédico. (B) Morfologia
de las células obtenidas procedentes de muestras recogidas con heparina. (C y
D) Captacion de Dil ac-LDL (i), unién a FITC-Ulex Lectina. (ii), marcacion de los
nucleos con DAPI (iii) y superposicion de las imagenes i, ii e iii (iv) para células
obtenidas procedentes de muestras recogidas con citrato sédico y heparina
respectivamente. La barra de escala representa 100 pm. Magnificacién total
200X.

Estos resultados indican que la heparina es el anticoagulante
mds adecuado para la obtencién de cultivos con morfologia
adoquinada y homogéneos en el mayor porcentaje (80%). Por
consiguiente, las siguientes condiciones testadas se realizaron con

muestras de sangre recogidas en heparina sddica.
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5.1.2 Efecto del volumen de la muestra de sangre en el
aislamiento y cultivo de las células progenitoras endoteliales

Para determinar el efecto del volumen de las muestras de
sangre en el proceso de aislamiento de las CPE se utilizaron
diferentes volumenes de sangre (10, 20 y 30 mL). El mayor volumen
de sangre testado (30 mL) permitié el aislamiento de cultivos de CPE
en el 80% de las muestras procesadas (p<0,05 vs. 10 mL; Figura 27A)
y ademas, el tiempo de aparicidén de las primeras colonias se redujo
a 12 dias desde el inicio del cultivo, a diferencia de las muestras de
10 mL (p<0,05 vs. 10 mL; Figura 27B). Un volumen mds reducido de
10 y 20 mL supuso una reduccién del porcentaje de cultivos
obtenidos del 80% al 60% y 30% respectivamente. Aunque no
existieron diferencias significativas en el tiempo de aparicién de las
primeras colonias de CPE a partir de muestras de 20 y 30 mL, una
reduccion en el éxito del cultivo del 20% es considerable y debe

tenerse en cuenta.
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Figura 27. Efecto del volumen de las muestras de sangre en el aislamiento
y cultivo de CPE. Se recogieron diferentes volimenes de muestra de sangre,
10, 20 y 30 mL. (A) Porcentaje de cultivos obtenidos (*p < 0,05 vs. 10 mL
mediante el test Chi-cuadrado; n=10). (B) Tiempo medio de aparicidn de las
primeras colonias de CPE expresado como media + SEM (*p < 0,05 vs. 10 mL
mediante ANOVA de una via y post-test de Newman-Keuls; n=10).
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Los resultados obtenidos sugieren que para la obtencién de
mayor porcentaje de cultivos de CPE en un tiempo minimo es
preferible partir de mayores volimenes de sangre. A partir de este
punto, el resto de experimentos se realizd con volumenes de

muestras de sangre de 30 mL.

5.1.3 Efecto del tiempo transcurrido desde la extraccion de
las muestras de sangre hasta su procesado en el aislamiento
y cultivo de las células progenitoras endoteliales

Para evaluar cémo afectaba el tiempo transcurrido desde la
obtencion de la muestra de sangre hasta el inicio del protocolo
experimental, partimos de dos alicuotas de 30 mL de la misma
muestra de sangre recogida en heparina. Una de ellas fue
procesada en un tiempo inferior a dos horas y otra se mantuvo

durante 24 horas en un mezclador de sangre.

El ndmero de cultivos de CPE obtenidos de muestras
procesadas en un tiempo inferior a 2 horas fue superior al obtenido
en muestras procesadas a las 24 horas tras su extraccion (80% vs.

30%; p<0,05; Figura 31).
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Este resultado muestra una inestabilidad de las CPE a aislar con
el tiempo y revela la necesidad de un procesado rdpido de las
muestras de sangre. Por tanto, el resto de condiciones testadas se
realizé con muestras de sangre procesadas en un tiempo inferior a

2 horas.

5.1.4 Efecto de la matriz extracelular en el aislamiento y
cultivo de las células progenitoras endoteliales

El cultivo de CPE a partir de CMN de sangre periférica requiere
de una matriz extracelular en las placas cultivo que sea capaz de
seleccionar Unicamente a aquellos precursores que finalmente den
lugar a un cultivo homogéneo de CPE. Por ello, la fraccion de CMN
aisladas a partir de muestras de sangre periférica se sembraron
sobre dos de las matrices extracelulares mas utilizadas en el cultivo
de CPE: gelatina y fibronectina (Fadini et al., 2008a; Hirschi et al.,
2008; Hur et al., 2004).
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El uso de fibronectina como matriz extracelular permitia la
obtencidn de cultivos de CPE en el 70% de las muestras procesadas
frente al 20% obtenido con el uso de gelatina (Figura 29A; p<0,05).
Ademas, la fibronectina reducia también el tiempo medio de
aparicion de las primeras colonias de CPE de 23 dias a 12 dias

(Figura 29B; p<0,01).
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Figura 29. Efecto de la matriz extracelular en el aislamiento y cultivo de
CPE. Las CMN se cultivaron en dos matrices extracelulares diferentes,
gelatina o fibronectina. (A) Porcentaje de cultivos obtenidos (*p < 0,05
mediante el test Chi-cuadrado; n=10). (B) Tiempo medio de aparicion de las
primeras colonias de CPE expresado como media + SEM (**p < 0,01
mediante el test t-Student; n=10).

Por tanto, el uso de una matriz extracelular de fibronectina
para el cultivo de CPE proporciona un alto rendimiento en la
obtencion de cultivos de CPE al mismo tiempo que reduce el
tiempo medio de aparicidon de las primeras colonias de CPE por lo
qgue el resto de condiciones testadas se realizd utilizando la

fibronectina.
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5.1.5 Efecto del enriquecimiento del medio de cultivo con
suero bovino fetal en el aislamiento y cultivo de las células
progenitoras endoteliales

El uso de SBF como suplemento en los medios de cultivo es
necesario cuando no se conocen exactamente las necesidades de
nutrientes y factores de crecimiento para que una linea celular

progenitora prolifere y de lugar a un fenotipo celular maduro.

Se testaron dos concentraciones de SBF diferentes, 2% y 20%,
como suplemento al medio de cultivo endotelial EGM-2. Si bien no
se encontraron diferencias en la obtencidn de cultivos de CPE entre
las dos condiciones testadas (Figura 30A; p=0,074), el tiempo medio
de aparicion de las primeras colonias de CPE se redujo de 16 a 11
dias cuando los medios de cultivo se enriquecieron con un 2% y un

20% de SBF respectivamente (Figura 30B; p<0,05).

Debido a la fuerte tendencia observada en el éxito de los
cultivos, asi como a la reduccion del tiempo de aparicion de las
primeras colonias de CPE, el porcentaje de SBF utilizado para

enriquecer el medio de cultivo endotelial EGM-2 fue del 20%.
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Figura 30. Efecto del enriquecimiento del medio de cultivo con SBF en el
aislamiento y cultivo de CPE. Las CMN se cultivaron en medio de cultivo
endotelial EGM-2 enriquecido con un 2% o un 20% de SBF. (A) Porcentaje de
cultivos de CPE obtenidos (n=10). (B) Tiempo medio de aparicién de las
primeras colonias de CPE expresado como media + SEM (*p < 0,05 mediante
el test t-Student; n=10).

En resumen, segun los resultados obtenidos, las condiciones
Optimas para el aislamiento y cultivo de CPE a partir de muestras de
sangre periférica serian: 1) el uso de la heparina como anticoagulante
para la recogida de las muestras de sangre; 2) el uso de volimenes de
sangre de 30 mL o superiores; 3) un procesado de las muestras de
sangre inferior a dos horas tras su extraccién; 4) el uso de fibronectina
como matriz extracelular para el cultivo de las CMN aisladas a partir de
las muestras de sangre; y 5) el enriquecimiento del medio de cultivo

endotelial EGM-2 con un 20% de SBF.

Con estas condiciones experimentales se obtiene un alto porcentaje

de éxito en la obtencidn de un cultivo homogéneo y confluente de CPE
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a partir de muestras de sangre periférica, asi como una reduccion en el

tiempo medio de aparicién de las primeras colonias (Figura 31).

Figura 31. Seguimiento de un cultivo de CPE. Las CMN obtenidas a partir de
muestras de sangre periférica se sembraron sobre una matriz de fibronectina
(dial). A las 24 horas, las células no adheridas se eliminaron y se continud el
cultivo de las células adheridas (dia 7). Tras la aparicion de las primeras
colonias con morfologia adoquinada (dia 13) el cultivo se continud hasta que
alcanzo confluencia (dia 25).

5.1.6 Caracterizacidon fenotipica de los cultivos de células
progenitoras endoteliales

Los cultivos de CPE fueron sometidos a una caracterizacién
fenotipica para comprobar sus caracteristicas progenitoras vy
endoteliales. El fenotipo endotelial y progenitor se determinéd
mediante el uso de dos técnicas diferentes, la citometria de flujo y

la inmunofluorescencia.

Mediante citometria de flujo se analizd la expresién de los
marcadores celulares de superficie KDR, CD31, CD34 y CD45. Los

marcadores endoteliales KDR y CD31 eran expresados por todas las
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células del cultivo, mientras que el marcador progenitor CD34 lo
expresaban un 45% de las células. Todas las células resultaron
negativas para el marcador panleucocitario, CD45 (Figura 32A).
Estos resultados corroboran los resultados de morfologia celular
obtenidos por microscopia y confirman el fenotipo progenitor y
endotelial de los cultivos de CPE. Ademas, el patron de expresion
gue muestran los cultivos obtenidos con el protocolo propuesto
coincide con el mas aceptado actualmente para definir a las CPE

circulantes (Fadini et al., 2008a).

La captacién de LDL acetilada y la unién a la Ulex lectina ha sido
ampliamente utilizada para caracterizar cultivos de CE vy
actualmente es considerada una caracteristica que define el
fenotipo endotelial. Mediante inmunofluorescencia se determind la
capacidad del cultivo celular para captar LDL acetilada y unirse a la
Ulex lectina. EI 100% de las células en cultivo obtenidas a partir de
muestras de sangre periférica fueron capaces de captar LDL

acetilada y unirse a la Ulex lectina (Figura 32B).

Por otro lado, el VWF es una glicoproteina producida
exclusivamente por las CE y los megacariocitos y es un marcador
utilizado de forma rutinaria para identificar vasos sanguineos en
secciones de tejido (Zanetta et al.,, 2000). Al igual que para los
marcadores especificos determinados con anterioridad, el 100% de
las células en cultivo procedentes de sangre periférica expresaban el

vWF de forma constitutiva (Figura 32C).
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A - KDR - D31 " D34 - D45

Figura 32. Caracterizacion fenotipica de los cultivos de CPE. (A) Histogramas
representativos de la expresién de los marcadores KDR, CD31, CD34 y CD45
en los cultivos de CPE. Los histogramas grises representan las células
marcadas con el control isotipico para cada anticuerpo. Los histogramas
negros representan las células marcadas positivamente para KDR, CD31,
CD34 o CD45. (B) Cultivos confluentes marcados con Dila c-LDL (i); y FITC-
Ulex Lectina (ii); nucleos tefiidos con DAPI (iii). (iv) Superposicion de las
imagenes i, ii y iii. La barra de escala representa 25 um. Magnificacién total
1200X. (C) Los cultivos aislados a partir de muestras de sangre periférica se
marcaron con FITC-vWF (i) y DAPI (ii). (iii) Superposicion de las imagenes iy ii.
La barra de escala representa 100 pum. Magnificacién total 200X. Los
resultados son representativos de 10 experimentos independientes.

La expresion de los marcadores endoteliales CD31, KDR, vWF y
del marcador progenitor CD34, la capacidad de captar LDL acetilada
y unir Ulex lectina asi como la ausencia de expresiéon de marcador
panleucocitario CD45 son criterios suficientes para afirmar que el
protocolo aqui propuesto permite el aislamiento y cultivo de CPE

con fenotipo endotelial y progenitor.
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5.1.7 Caracterizacion funcional de los cultivos de células

progenitoras endoteliales

Para comprobar el comportamiento funcional de los cultivos de
CPE estudiamos la capacidad de las células en términos de
crecimiento, proliferaciéon, adhesién vy vasculogénesis y la
comparamos con la obtenida en HUVEC, modelo celular establecido

para estudios en CE in vitro.

5.1.7.1 Adhesién celular

Después de movilizarse desde la médula dsea, las CPE tienen
gue ser capaces de poder establecerse y adherirse a los sitios del
sistema cardiovascular donde la integridad del endotelio ha sido
comprometida. En estos lugares, las CE dafiadas se desprenden
de las paredes de los vasos sanguineos y la matriz extracelular
gueda expuesta al torrente sanguineo. Uno de los principales
componentes de la matriz extracelular es la fibronectina, y la
capacidad de las CPE de unirse a ésta va a ser la que determine

finalmente la reendotelizacion del vaso dafiado.

Por ello determinamos la capacidad de las CPE en cultivo de
adherirse a una matriz extracelular de fibronectina durante 30
minutos y la comparamos con la obtenida en HUVEC. Los
resultados muestran que la adhesion de las CPE en cultivo es
similar a la observada para HUVEC (32% vs. 35%

respectivamente; Figura 33).
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5.1.7.2 Proliferacidn celular

De la misma manera, después de adherirse, las CPE tienen
qgue ser capaces de responder de manera adecuada a las
condiciones presentes en la zona donde el endotelio ha sido
dafado. Alli las CE adyacentes y los tejidos privados del aporte
de oxigeno normal liberan una serie de sustancias que
promueven la proliferacion de las CPE para restablecer el

endotelio y, por consiguiente, el flujo sanguineo.

La capacidad proliferativa de los cultivos de CPE y HUVEC se
estudié tanto en condiciones de ayuno como en condiciones de
estimulo con medio de cultivo EGM-2 tras 48 horas de ayuno. En
condiciones de ayuno las células en cultivo son privadas de
factores de crecimiento necesarios para su proliferacion. En
estas condiciones las células adquieren un estado quiescente en

el que la tasa proliferativa es minima. En el caso de los cultivos
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de EPC y HUVEC, las condiciones de ayuno redujo su estado

proliferativo al 10% en ambos casos (Figura 34).

Tras el periodo de ayuno las células fueron estimuladas con
medio endotelial EGM-2 completo, rico en factores de
crecimiento, durante 18 horas y se determind el porcentaje de
células en proliferacién bajo estas nuevas condiciones. Bajo las
condiciones de estimulo se observé un aumento en Ia
proliferacién de hasta 6 veces en CPE y HUVEC con respecto a las
condiciones de ayuno (p<0,05; Figura 34). Sin embargo, no se
encontraron diferencias entre las capacidades proliferativas en
respuesta a los factores de crecimiento aportados por el medio

completo EGM-2 entre cultivos de CPE y HUVEC.

Figura 34. Proliferacion celular.
Ambos cultivos se incubaron con
medio de ayuno durante 48
80+ 1 EPC % horas; después fueron
I HUVEC estimuladas con medio EGM-2
durante 18 horas adicionales. Las
células se recogieron y se tifieron
T con una solucidon de ioduro de
404 propidio y el ciclo celular fue
determinado por citometria de
flujo. Los resultados representan
20+ el nimero de células en
proliferacién (mitosis mas
interfase, expresadas como
porcentaje del total de células
como media = SEM (*p < 0,05 vs.
Culture conditions ayuno para el mismo tipo celular
mediante el test t-Student;

n=10;).
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5.1.7.3 Curva de crecimiento celular

Una vez adheridas en la zona del endotelio lesionada, las CPE
tienen que ser capaces de dividirse y aumentar en nimero para
poder reparar la lesion endotelial. El estado de diferenciacion de
las CPE asi como la senescencia celular pueden afectar a la
capacidad de crecimiento celular y comprometer |Ia

reendotelizacion tras una lesién vascular.

El crecimiento de las CPE en cultivo mostrd diferencias
significativas con respecto a las HUVEC. Los datos obtenidos de
la cinética de crecimiento (Figura 35) mostraron una fase de
latencia mas prolongada en CPE que las HUVEC (2,4 dias vs. 1,3
dias; p<0,05). Ademas los cultivos de CPE presentaron una fase
de crecimiento exponencial mas corta y alcanzaron la fase de
crecimiento estacionario 4 dias tras su siembra a una densidad
de saturacién de 5,2-10° células/cm?. Sin embargo, los cultivos de
HUVEC alcanzaron la fase de crecimiento estacionario a los 5
dias de haber iniciado su cultivo a una densidad de saturacién de

17,7-10° células/cm? (p<0,001).
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Figura 35. Curva de crecimiento celular. Inicialmente se sembraron
1,5:10* células (dia 0) en placas de cultivo de 24 pocillos y se
determiné el nimero total de células/pocillo diariamente durante 6
dias. Los resultados muestra el recuento total de células para cada
cultivo de los dias 1 a 6 y se expresan como media + SEM (***p <
0,001 vs. EPC mediante el test ANOVA de dos vias y el post-test de
Bonferroni; n=10).

5.1.7.4 Capacidad vasculogénica

Ademas de adherirse, proliferar y crecer, las CPE tienen que
ser capaces de organizarse en estructuras tridimensionales y
formar los nuevos vasos sanguineos necesarios para restablecer

la integridad del endotelio y el flujo sanguineo.
La capacidad vasculogénica in vitro de los cultivos de CPE se

determiné mediante la siembra de estas células sobre una matriz

de Matrigel. Todos los cultivos de CPE y HUVEC fueron capaces
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de organizase en estructuras tubulares de forma similar (Figura
36A). Tras 24 horas de incubacion se midié la longitud total de
las estructuras tubulares formadas sobre la matriz de Matrigel.
Los cultivos de HUVEC formaron estructuras tubulares de mayor
longitud que los cultivos de CPE (664+25 um vs. 394192 um;
p<0,05; Figura 36B).
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Figura 36. Capacidad vasculogénica. Se sembraron 1,5-10° células
sobre una matriz de Matrigel y se incubaron durante 24 horas. (A)
Imagenes representativas de las estructuras tubulares formadas por
las células sobre la matriz de Matrigel. (B) Analisis de la longitud total
de las estructuras tubulares formadas sobre el Matrigel para cada
uno de los cultivos expresado como media + SEM (*p < 0,05
mediante el test t-Student; n = 10).

Los cultivos de CPE aislados a partir de muestras de sangre
periférica son capaces de formar estructuras tubulares sobre una
matriz de Matrigel por si mismos y, ademas, muestran una
capacidad de adhesion y proliferacién similar a la que presentan los

cultivos de HUVEC. Con estos resultados podemos garantizar que el
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protocolo aqui propuesto permite el aislamiento y cultivo de CPE
con un comportamiento funcional in vitro similar al que presentan

las HUVEC en cultivo.
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5.2 El infarto agudo de miocardio y las células progenitoras
endoteliales: movilizacién y funcionalismo

En estados fisioldgicos, la capacidad replicativa de las CE locales es
suficiente para mantener la integridad del endotelio. Sin embargo, esta
integridad endotelial puede verse comprometida cuando existe algun
factor de riesgo cardiovascular o en presencia de alguna patologia
cardiovascular como es el IAM (Deanfield et al., 2007; Op den Buijs et
al., 2004). Por ello en el presente trabajo estudiamos la movilizacién de
las CPE en el IAM y su evolucidon durante la evolucion clinica del
paciente. Ademas, estudiamos la funcion de las CPE en cultivo aisladas
a partir de muestras de sangre extraidas de pacientes con IAM a

diferentes tiempos.

Para la realizacion de esta parte del trabajo se incluyeron sujetos
sanos (controles) (n=50) y pacientes de IAM (n=50), atendiendo a los
criterios de inclusion presentados en el apartado de Material y
métodos. Para los sujetos sanos se realizd una Unica extraccion de
sangre. Para los pacientes con IAM se realizaron tres extracciones a lo
largo de su evolucién clinica: la primera extraccion se realizd en las
primeras 24 horas tras ser diagnosticados con IAM; la segunda, 30 dias

después y la tercera a los 6 meses de seguimiento clinico.

Los datos demograficos y clinicos basales de las poblaciones de
estudio se presentan en la tabla 7. Los pacientes con IAM presentaron
valores de presion arterial, sistdlica y diastdlica, superiores a los sujetos

sanos. Ademas, los pacientes con IAM mostraron también una mayor
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frecuencia cardiaca. En cuanto al perfil lipidico no se encontraron
diferencias entre el colesterol total y los niveles de LDL entre los dos
grupos. Los niveles de triglicéridos eran superiores en pacientes con

IAM mientras que los niveles de HDL eran inferiores.

CONTROL AMI P
Demographic data
Men 40 (80)% 41 (82)% -
Age (years) 55,8+10,4 52,8+10,8 -
Body mass index 25,7+2,5 27,4+3,2 0,004

Clinical data
Systolic blood preassure (mmHg) 123,4 +12,9 140+31,8 <0,001
Diastolic blood preassure (mmHg) 74,6 +7,6 84,3 +20 0,002

Heart rate (bpm) 69,5+9,6 77,54+20,5 0,013
Total cholesterol (mg/dL) 201,1+25 196,6+41,6 0,510
LDL (mg/dL) 126,7 £22,2 128,9+31 0,692
HLD (mg/dL) 56,2+9,9 43,32+8,7 <0,001
Triglycerides 86,6 +31,3 171,6+111,9 <0,001
Diabetes - 5 (10%) -
Hypercholesterolemia - 11 (22%) -
Arterial hypertension - 15 (30%) -
Smoking - 39 (78%) -
Treatment
Acetylsalicylic acid - 50 (100%) -
Clopidogrel - 46 (92%) -
ACEI/ARB - 44 (88%) =
Beta-blockers - 41 (82 %) -
Statins - 50 (100%) -

Data expressed as n (%) or mean + SD

Tabla 7. Datos demograficos y clinicos de 50 sujetos sanos y 50 pacientes

con IAM de los que se obtuvieron muestras de sangre para la

determinacion de los niveles de CPE circulantes y CEC.

Debido al disefo del estudio en el que se toma muestras de sangre
a lo largo de la evolucion clinica del paciente, consideramos de interés
destacar el tratamiento farmacoldgico de los pacientes en el momento
del alta. De esta manera, los pacientes con IAM fueron tratados con

mayor frecuencia con acido acetil salicilico, clopidogrel, inhibidores de

la enzima convertidora de angiotensina/antagonistas del receptor de la
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angiotensina, beta-bloqueantes y estatinas de acuerdo con las actuales

guias para el tratamiento de IAM (Tabla 7).

5.2.1 Movilizacion de células progenitoras endoteliales
circulantes y células endoteliales circulantes en el infarto
agudo de miocardio

El estudio de las CPE circulantes y CEC se realizd por citometria
de flujo en muestras de sangre periférica de sujetos sanos y de
pacientes con IAM atendiendo a la expresion de los marcadores
CD34, KDR y la falta de expresién de CD45 para las CPE circulantes y
la expresidon de los marcadores CD31, CD146 y la usencia de CD45
para las CEC (Figura 37 y 38).

El nimero de CPE en los pacientes que acababan de sufrir el
evento isquémico triplicaba a los valores del grupo control (79 + 236
control vs. 287 * 267 IAM 0d; p<0,001; Figura 37), indicando una
movilizaciéon de esta poblacién tras el infarto. Los niveles de CPE
seguian aumentados 30 dias después del infarto hasta alcanzar
valores de 507 * 658 células/mL (p<0,001 vs. control). A los 6 meses
de seguimiento, los niveles de CPE mostraron una tendencia a
reducirse, ya que el nimero de CPE obtenido fue de 296 + 333
células/mL. A pesar de este descenso, los niveles de CPE seguian
siendo mayores que los registrados en el grupo control (79 + 236 vs.

296 + 333; p<0,01).
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Figura 37. Recuento de CPE circulantes en sujetos sanos y en pacientes con
IAM. Se determind el ndmero de CPE circulantes (células con fenotipo
CD34+KDR+CD45-) por citometria de flujo en muestras de sangre periférica
procedente de controles y pacientes con IAM a los 0 dias (IAM 0d), a los 30
dias (IAM 30d) y a los 6 meses (IAM 6m) tras el infarto. Los resultados se
expresan como la mediana £ IQR (**p < 0,01; ***p < 0,001 vs. control
mediante el test de Kruskal-Wallis y el post-test de Dunn; n=30-45)

Por otro lado, el recuento de CEC en individuos sanos también
demostré diferencias significativas con respecto al obtenido en los
pacientes con infarto. El nimero de CEC en el dia del infarto fue
superior al de los sujetos control (182 + 213 vs 58 + 512; p<0,001;
Figura 38). Estos niveles de CEC en sangre periférica se mantuvieron
sin cambios durante los 6 meses de seguimiento a diferencia de lo

observado para los niveles de CPE circulantes.
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Figura 38. Recuento de CEC en sujetos sanos y en pacientes con IAM. Se
determind el numero de CEC (células con fenotipo CD31+CD146+CD45-) por
citometria de flujo en muestras de sangre procedentes de controles y
pacientes con IAM a los 0 dias (IAM 0d), a los 30 dias (IAM 30d) y a los 6
meses (IAM 6m) tras el infarto. Los resultados se expresan como la mediana
+ IQR (***p < 0,001 vs. control mediante el test de Kruskal-Wallis y el post-
test de Dunn; n=30-45)

5.2.2 Determinacién de la capacidad funcional de las
células progenitoras endoteliales en cultivo en el infarto
agudo de miocardio

La determinacién de la capacidad funcional se realizé en cultivos
de CPE aisladas a partir de muestras de sangre periférica tanto de
sujetos sanos como de pacientes con IAM. Esta parte del trabajo se
realizé con un subconjunto de sujetos sanos (controles) (n=10) y
pacientes con IAM (n=10). Los datos demograficos y clinicos basales
para esta subpoblacién de estudio se recogen en la Tabla 8. Los
pacientes con IAM mostraron mayores valores de presién arterial,
tanto sistdlica como diastdlica, comparado con los sujetos sanos.

Los niveles de LDL vy triglicéridos eran también mayores para los

124



Resultados

pacientes con IAM que en los sujetos sanos. Sin embargo, los
valores de colesterol HDL estaban reducidos en los pacientes con
IAM (p<0,05 vs. control). Estos datos indican que la subpoblacion es

representativa de la recogida en el estudio (Tabla 7).

Variable CONTROL AMI P
Demographic data
Men 7 (70)% 7 (70%) -
Age (years) 50+8.6 48+11.2 -
Body mass index 25313 28.4+5.5 0.125
Clinical data
Systolic blood preassure (mmHg) 120.3 £9.8 150.6 +42.7  0.042
Diastolic blood preassure (mmHg) 756 £5 94.6 + 26.2 0.032
Heart rate (bpm) 70.9+6.8 80.3+23.6 0.247
Total cholesterol (mg/dL) 177 £24.5 204.3+29.5 0.161
LDL (mg/dL) 106.8+16.5 130.1+19.1  0.049
HLD (mg/dL) 56.9+5.1 429+11.8  0.007
Triglycerides 75.1+25.3 227.6+161.7 0.012
Diabetes - 2 (20%) -
Hypercholesterolemia - 2 (20%) -
Arterial hypertension - 4 (40%) -
Smoking - 7 (70%) -
Treatment
Acetylsalicylic acid - 10 (100%) -
Clopidogrel - 9 (90%) -
ACEI/ARB = 9 (90%) =
Beta-blockers - 8 (80%) -
Statins - 10 (100%) -

Data expressed as n (%) or mean + SD

Tabla 8. Datos demograficos y clinicos de 10 sujetos sanos y 10 pacientes
con IAM de los que se obtuvieron las muestras de sangre para el
aislamiento y cultivo de CPE.

Siguiendo con el protocolo de cultivo establecido, se obtuvieron
cultivos de CPE puros en los diferentes tiempos de evolucion del
IAM (caracterizados morfoldgica y fenotipicamente por citometria
de flujo e inmunofluorescencia) sobre los cuales se realizd el estudio

funcional.
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5.2.2.1 Adhesién celular

Para estudiar las propiedades adhesivas de las CPE en el IAM
y su posible modulacién a lo largo de la evolucidn clinica,
determinamos la capacidad de las CPE aisladas de muestras de
sangre periférica a adherirse a una matriz extracelular de
fibronectina. Observamos que el 23,1 + 2,6 % de las CPE aisladas
de sujetos sanos eran capaces de adherirse a la matriz de
fibronectina (Figura 39). Este valor se incremento hasta un 32,4 +
1,4 % (p<0,05 vs. control) en CPE de pacientes con IAM aisladas
el mismo dia del evento agudo. Ademas, este incremento en la
capacidad de adhesién se mantenia durante al menos 30 dias
después del evento agudo (35,5 + 4,0%; p<0,05 vs. control). Sin
embargo, la capacidad de adhesidon se revirti6 a valores
encontrados en los controles en CPE aisladas en pacientes 6
meses después del infarto (22,0 £ 3,4; p<0,05 vs. IAM 0 d y IAM
30d).

La adhesién de las CPE a los diferentes componentes de la
matriz extracelular estd mediada por integrinas. Por este motivo
estudiamos el patron de expresion de las integrinas a2, a3, a5,
al, aV, B1, B3 y B4 en CPE en el IAM y su evolucién a lo largo del
tiempo. La expresion de las integrinas a2, a3, al, 1, B3 y P4
mostraron niveles de expresion similares entre sujetos sanos y
pacientes con IAM y se mantuvieron sin variacion durante la

evolucidn clinica del IAM.
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Figura 39. Adhesion celular de las CPE en el IAM. Propiedades adhesivas de
las CPE sobre la matriz de fibronectina. CPE aisladas de muestras de sangre
periférica se sembraron sobre una matriz de fibronectina y se incubaron
durante 30 minutos. Después de la incubacion se realizd el recuento las
células adheridas a la matriz de fibronectina. Los resultados representan el
porcentaje de células adheridas expresadas como media + SEM (n=6-8).
*p<0,05 vs. control; # p <0,05 vs. IAM 0d y IAM 30d mediante ANOVA de una
viay el post-test Newman-Keuls para comparaciones multiples.

Sin embargo, los niveles de expresién de las integrinas a5
and aV mostraron una fuerte tendencia al alza en CPE aisladas
de pacientes con IAM el dia del infarto (IAM 0d) (Figura 40A y B).
Este aumento alcanzé la significacion estadistica 30 dias después
del infarto (IAM 30d) cuando los niveles de expresion para las
integrinas a5 and aV habian aumentado 1,74 + 0,23y 1,45+ 0,11
veces respectivamente, comparado con los niveles de expresién
encontrados para las CPE aisladas de controles (p<0,05 vs.
control). Los niveles de expresién de las integrinas a5 and aV en
CPE aisladas de pacientes 6 meses después del infarto (IAM 6m)
se restauraron a niveles similares a los encontrados en los

controles (p<0,05 y p<0,01 respectivamente vs. control).
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Figura 40. Niveles de expresion de las integrinas a5 y aV. La cuantificacidn
de la expresion de las integrinas se realizd por Western Blot en cultivos de
CPE aisladas de muestras de sangre periférica de sujetos sanos y de pacientes
con IAM. Los niveles de expresidon de las integrinas a5 (A) y aV (B) se
presentan relativizados a los valores control, expresadas como media £+ SEM
(n=6) en unidades arbitrarias (A.U). *p<0.05 y **p<0.01 vs. control; #p<0.05y
##p<0.01 vs. IAM 30d mediante ANOVA de una via y el post-test Newman-
Keuls para comparaciones multiples.



Resultados

5.2.2.2 Proliferacidn celular

La capacidad de proliferacion de los cultivos de CPE se testo
tras su estimulacién con medio endotelial completo EGM-2
después de un periodo de ayuno. Los resultados obtenidos
desvelaron una disminucién en la capacidad proliferativa de las
CPE aisladas de pacientes el dia del infarto (IAM 0d) y 30 dias
después (IAM 30d) con respecto al grupo control (p<0,05; Figura
41). Esta reduccion en la capacidad proliferativa se revirtié
completamente en CPE aisladas 6 meses después del infarto

(IAM 6m) (p<0,05 vs. IAM 0d e IAM 30d).
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Figura 41. Proliferacién celular de las CPE en el IAM. Proliferacién inducida
por los factores de crecimiento presente en el medio de cultivo EGM-2 en
CPE aisladas de controles y pacientes con IAM a diferentes tiempos tras el
infarto (IAM 0d, IAM 30d y IAM 6m). Los cultivos se sincronizaron en medio
de ayuno durante 48 horas y después se estimularon con medio completo
EGM-2 durante 18 horas. Tras estas incubaciones las células se recogieron y
se tifieron con ioduro de propidio para el andlisis del ciclo celular mediante
citometria de flujo. Los resultados representan el porcentaje de células en
proliferacién y se expresan como media = SEM (n =6-8). *p<0.05 vs. control;
#p<0.05 vs. IAM 0d y IAM 30d mediante ANOVA de via y post-test para
comparaciones multiples de Newman-Keuls.
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5.2.2.3 Curva de crecimiento celular

Para analizar la capacidad de crecimiento celular y su
modificacion en la evolucidén clinica del IAM, se sembraron
cantidades idénticas de CPE de sujetos sanos y de pacientes con
IAM obtenidas el mismo dia del infarto, a los 30 dias y 6 meses

después del infarto.

Los cultivos de CPE aislados de sujetos sanos alcanzaron la
fase de crecimiento estacionario a los 5 dias del inicio del cultivo
a una densidad de saturacién de 6.0 + 1,1 x 10*cells/cm? (Figura
42). En cambio, para los cultivos de CPE aislados de muestras de
sangre de pacientes con IAM el dia del infarto, la fase de
crecimiento estacionario se alcanzo a los 4 dias de cultivo a una
densidad de saturacién de 3,6 + 0,5 x 10* cells/cm?. Para las CPE
aisladas 30 dias después del infarto la fase de crecimiento
estacionario se alcanzé a los 4 dias de cultivo a una densidad de
saturacién de 1,9 + 0,5 x 10” cells/cm? (p<0,001 vs. control). En
CPE aisladas a los 6 meses del infarto la fase estacionaria se
alcanzo6 a los 5 dias a una densidad de saturacion de 6.0 + 1,1 x
10* cells/cm? (p<0,01 vs. IAM 0d y p<0,001 vs. IAM 30d). Estos
resultados indican que la capacidad de crecimiento de las CPE
aisladas de muestras de sangre periférica esta reducida en la
fase inicial de la patologia isquémica (IAM 0d y IAM 30d) con
respecto a la que muestran las CPE aisladas de sujetos sanos y

revierte a los 6 meses del infarto.
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Figura 42. Curva de crecimiento de las CPE en el IAM. Cinética de
crecimiento para CPE aisladas de sujetos sanos (controles) y de pacientes con
IAM obtenidas el mismo dia (IAM 0d), a los 30 dias (IAM 30d) y 6 meses (1AM
6m) después del infarto. Se sembraron 1,5-10% células (dia 0) en placas de
cultivo de 24 pocillos y se determiné el numero total de células/pocillo
diariamente durante 6 dias. Los resultados muestran los contajes totales de
celulas para cada cultivo de los dias 1 — 6. Los resultados se expresan como
media = SEM (n =6-8 ). ***p < 0.001; **p < 0.01 mediante el test ANOVA de
dos vias y el post-test de Bonferroni).

5.2.2.4 Capacidad vasculogénica

La capacidad vasculogénica in vitro de CPE en el IAM y su
evolucion en el tiempo se estudido midiendo la longitud total de
las estructuras tubulares formadas por las CPE sobre una matriz
de Matrigel (Figura 43A). Aunque no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la longitud total de las
estructuras tubulares entre controles (563 + 45 um; Figura 43B) y
etapas iniciales en la evolucién del IAM (IAM 0Od : 381 + 69 um;
IAM 30d : 436 + 49 um), se observa morfolégicamente una red

menos establecida de contactos entre las células (Figura 43A). En
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cambio, en CPE aisladas 6 meses después del infarto (IAM 6m)
observamos un incremento en la capacidad vasculogénica (686 +
111 pm; p<0,05 vs. IAM 0d) y una morfologia comparable a la

obtenida para los cultivos control.
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Figura 43. Capacidad vasculogénica in vitro de las CPE en el IAM. 1.5x10°
CPE aisladas de controles y pacientes con IAM a diferentes tiempos tras el
infarto se sembraron sobre una matriz de Matrigel y se incubaron durante 24
horas. (A) Imagenes representativas de las estructuras tubulares formadas
sobre la matriz de Matrigel. (B) Cuantificacion de la longitud total de las
estructuras tubulares para cada condicidn experimental representada como
media + SEM (n =6-8). #p<0.05 vs. IAM 0d mediante ANOVA de una via y el
post-test Newman-Keuls para comparaciones multiples.

En conjunto, los resultados indican una modulacion de las
capacidades funcionales de las CPE durante la evolucion del IAM. Por
un lado observamos una disminucién en la capacidad de crecimiento,

proliferacién y vasculogenesis en CPE aisladas en las primeras etapas
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de evolucion clinica tras el infarto mientras que observamos un
incremento de la capacidad adherente en CPE aisladas en estos mismos
periodos. Estos hechos parecen indicar que tras el infarto, la principal
actividad funcional de las CPE seria la adhesion. Sin embargo, 6 meses
después del infarto, las principales actividades funcionales de las CPE
son el crecimiento, la proliferacién y la vasculogénesis y que ademas

son similares a las encontradas para CPE aisladas de controles.

Por lo tanto, se produce una adaptacién funcional de las CPE a lo
largo de la evolucion del IAM, comenzando con un aumento de la
adhesion tras el evento isquémico que se prolonga durante un periodo
de hasta 30 dias. Una vez adheridas sobre la zona del endotelio
danada, las CPE adaptarian su funciéon a las nuevas condiciones vy
aumentarian su capacidad de crecimiento, de proliferacion vy
vasculogénica con la finalidad de restablecer la integridad endotelial

comprometida por el proceso isquémico.
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5.3 Moadificiacion de la funcion de las células progenitoras
endoteliales en cultivo por exposicion a microparticulas Sonic
Hedgehog

Shh -
* han mostrado tener un efecto beneficioso sobre el

Las MP
sistema cardiovascular, como la induccién de la produccién de NO por
parte de CE en el modelo animal, la induccién de la angiogénesis en
HUVEC en cultivo asi como incrementar la expresién de diferentes
factores proangiogénicos.

Shh+

Por esta razoén, testamos el efecto de las MP™"" sobre la biologia de

CPE en cultivo. Los cultivos de CPE se obtuvieron a partir de muestras

de sangre periférica de sujetos sanos (n=5). Las mpS*

se produjeron a
partir de la linea celular CEM sometida a un tratamiento especifico

para que contuvieran el morfogen Shh. A continuacion, los cultivos de

Shh+ Shh-

CPE se trataron con las MP y MP™™ y se analizaron dos de los
parametros que mejor definen la funcién endotelial, la produccion de

NO y la vasculogénesis.

La produccién de las MP y parte de los experimentos de este
apartado se realizaron en el laboratorio Stress oxydant et pathologies
métaboliques (UMR 1063) de Angers (Francia), bajo la supervisién de la
Dra. M2 Carmen Martinez, durante la estancia predoctoral del

doctorando.
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5.3.1 Interaccion de las microparticulas Sonic Hedgehog
con las células progenitoras endoteliales

La determinacion de los mecanismos de interaccion entre CPE y
MP*"™ se realizoé mediante el tratamiento de cultivos de CPE

S marcadas con PKH67 a diferentes tiempos

confluentes con MP
(30 minutos, 2 horas y 24 horas) a 37°C . Como control negativo de
la internalizacion parte de los cultivos sometidos a los mismos
tratamientos se incubaron a durante los mismos periodos a 4°C. Al
finalizar los tiempos de incubacidn las células se observaron a través
de un microscopio invertido de fluorescencia.

Shh* marcadas con

A las 24 horas de incubaciéon a 37°C, las MP
PKH67 se encontraban en el interior de todas las CPE analizadas. A
tiempos de incubacidn menores, 30 minutos y 2 horas, no se

" marcadas en el interior de las CPE (Figura 44A-D).

observaron MP
En un estudio mas detallado del fendmeno de internalizacién, el
citoesqueleto y los nucleos de las CPE se tifieron con Rhodamina y
DAPI respectivamente y se observaron con un microscopio confocal.

Shh+

En CPE tratadas con MP teniidas con PKH67 durante 24 horas

Shh -
* tefiidas en su

observamos como todas ellas presentan MP
interior (Figura 44E; plano XY). Ademds, en planos ortogonales
obtenidos por microscopia confocal pudimos observar MP tefiidas a
lo largo de todo el grosor de la monocapa endotelial (Figura 44F;

plano YZ) confirmando su localizacién citoplasmatica, a la misma

altura del nucleo celular.
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2HOURS  mir:06 | 246OURS - wmir: 11.7

Figura 44. Internalizacion de las MP en CPE. Cultivos confluentes de CPE se
incubaron con 10 pg/mL de MP*"™ marcadas con PKH67 (verde) durante 30
minutos, 2 y 24 horas. El citoesqueleto de actina se tifié con rodamina (rojo)
y los nucleos con DAPI (azul). (A-D) Imagenes de fluorescencia de CPE
tratadas con MP*™ marcadas con PKH67 capturadas con el microscopio
invertido de fluorescencia Nikon Eclipse-Ti, objetivo 10X (magnificacion total
100X). (E) Imagenes de fluorescencia capturadas con el microscopio confocal
LMS 700, (objetivo 63X; magnificacion total 630X; Plano XY). (F) Seccion
ortogonal (plano YZ). (MIF= intensidad media de fluorescencia). Las imagenes
son representativas de 5 experimentos independientes.
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5.3.2 Efecto de las microparticulas Sonic Hedgehog en la

expresion génica de las células progenitoras endoteliales

La ruta de sefalizacion Hedgehog esta mediada por dos
proteinas transmembrana, PTCH1 y SMO (Marigo et al., 1996;
Marrachelli et al., 2013). En ausencia del ligando Shh, el receptor
PTCH1 inhibe la actividad de SMO. En presencia de Shh, el efecto
inhibidor de PTCH1 sobre SMO desaparece y SMO inicia una ruta de
sefializacién que resulta en la activacion de la sefializacion
Hedgehog y aumento de la expresion del factor de transcripcion
GLI1 (Riobo and Manning, 2007). Ademds, se ha demostrado
recientemente que la activacion de esta ruta en CE tiene efectos
beneficiosos en el sistema cardiovascular, especialmente en lo que
se refiere a procesos angiogénicos y tubulogénicos (Benameur et

al., 2010a; Marrachelli et al., 2013; Soleti et al., 2009).

Inicialmente se determinaron los niveles basales de expresién
génica por RT-gPCR de los principales componentes de las ruta de
sefializacién de Shh. Los resultados mostraron que los genes PTCH1,
SMO, GLI1 son expresados basalmente en las CPE (control). Cuando
las CPE se trataron durante 24 horas con 10 ug/mL de MP*™ |3
expresion de los genes PTCH1, SMO, GLI1 aumenté
significativamente en 1,64 + 0,05, 1,46 + 0,14 y 2,57 + 0,06 veces
respectivamente (Figura 45). Cuando las CPE se trataron con 10

Shh-

pug/mL de MP>™ no se observd ninguna modificacion en la expresidn

de estos genes comparada con CPE no tratadas, lo que implica que
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el efecto observado se debe Unicamente al morfogen Shh y no a la

presencia de las MP.

%%k %k

(relative to control)
(relative to control)

GLI1 gene expression
(relative to control)

PTCH1 gene expression
SMO gene expression

CONTROL  ppShh+ MPShh- CONTROL ppShh+ MPpShh- CONTROL ppShh+  ppShh-

Figura 45. Efecto de las MP en la expresion génica de los componentes de la
ruta de seiializacion Hedgehog en CPE. Las CPE se trataron con 10 pg/mL
MP™™ o 10 pg/mL MP*™ durante 24 horas y se analizé la expresion de los
genes PTCH1, SMO, GLI1 por RT-gPCR. Los resultados se expresaron como
media £ SEM (n=3-5). **p<0,01; ***p<0,001 vs. control, mediante ANOVA de
una via y el post-test Newman-Keuls para comparaciones multiples.

El tratamiento de CPE con MP™ también aumentd
significativamente la expresion de otros genes de interés
cardiovascular como NOS3, VEGFA, KDR y KLF2 en 2,94 + 0,91, 1,53
+ 0,17, 1,54 + 0,11, 1,76 + 0,18 veces respectivamente (Figura 46).

Shh-

De nuevo, el tratamiento con MP™™" no tuvo efecto alguno en la

expresion de estos genes.
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Figura 46. Efecto de las MP en la expresion de genes de interés
cardiovascular en CPE. Las CPE se trataron con 10 pg/mL MP*™ o 10 ug/mL
MP*™ durante 24 horas y se analizd la expresidn de los genes NOS3, VEFGA,
KDR and KLF2 por RT-gPCR. Los resultados se expresaron como media + SEM
(n=3-5).*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. control, mediante ANOVA de una
via y el post-test Newman-Keuls para comparaciones multiples.

5.3.3 Efecto de las microparticulas Sonic Hedgehog sobre la
funcion de las células progenitoras endoteliales

Una vez demostrado que las MP pueden interaccionar con las
CPE e inducir un aumento en la expresion de genes de interés
cardiovascular quisimos determinar su efecto sobre la funcidn
celular. Para ello se analizé la capacidad vasculogénica y la

capacidad de producir NO mediante el uso de inhibidores
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especificos los mecanismos moleculares de la ruta de sefializacion

Shh implicados en estas funciones celulares.
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5.3.3.1 Efecto de las microparticulas Sonic Hedgehog en
la capacidad vasculogénica in vitro de las células

progenitoras endoteliales

Como hemos visto durante la caracterizacién funcional de las
CPE, en ausencia de tratamiento estas células fueron capaces de
organizarse en estructuras tubulares cuando se sembraron sobre
la matriz de Matrigel (Figura 47A). El tratamiento con 10 pug/mL
MP*"™™ no afectd a la capacidad vasculogénica de las CPE. Sin

Shh+
la

embargo, cuando las CPE se trataron con 10 pug/mL de MP
longitud total de las estructuras tubulares aumento 1,85 + 0,16
veces (***p<0,001 vs. control; Figura 47B), observandose
también una mejora en la organizacién de las estructuras

tubulares (Figura 47A).

Para elucidar los mecanismos subyacentes al aumento de la
capacidad vasculogénica de las CPE tratadas con mpS*
utilizamos dos inhibidores, la ciclopamina (15 uM; inhibidor
selectivo del efector de la ruta de sefnalizacion de Shh, SMO) y el
LY294002 (10 upM; inhibidor selectivo de la actividad PI3K).

Shh+
, la

Comparado con las CPE tratadas Unicamente con MP
longitud total de las estructuras tubulares para CPE tratadas con

ciclopamina o LY294002 se redujo a valores controles. La
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ciclopamina y el LY294002 por si mismas no tuvieron efecto

alguno en la capacidad vasculogénica de las CPE.

* k%

AN

Total length
(A.U. realtive to control)

N
DN

Figura 47. Efecto de las MP en la capacidad vasculogénica in vitro de CPE.
Las CPE se trataron con 10 pg/mL MP™™ o 10 ug/mL MP*™™ durante 24
horas, preincubadas o no con 15uM ciclopamina o 10 uM LY294002 sobre
una matriz de Matrigel. (A) Imagenes representativas de 5 experimentos
independientes de las estructuras tubulares formadas sobre la matriz del
Matrigel. (B) Cuantificacion de la longitud total de las estructuras tubulares
expresadas en unidades arbitrarias como media + SEM relativa a los valores
control (n=5). ***p<0,001 vs. control; ##p<0,01; ###p<0,001 vs. MP*™™
mediante  ANOVA de una via y el posttest Newman-Keuls para
comparaciones multiples.
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En conjunto, los resultados indican que en CPE el incremento
de la capacidad vasculogénica inducida por el tratamiento con

Shh . . S e
MP>""" esta mediado por la activacion de la ruta de sefializacién

Hedgehog a través del receptor SMO y mediada por la PI3K.

5.3.3.2 Efecto de las microparticulas Sonic Hedgehog en
la capacidad vasculogénica in vivo de las células

progenitoras endoteliales

. L Shh
Para analizar el efecto in vivo de las MP>""™*

en la capacidad de
la CPE para formar nuevos vasos sanguineos se realizaron
experimentos en ratén mediante la técnica “Matrigel Plug
Assay”. Para ello, cultivos confluentes de CPE se incubaron o no

Shh
con Mp>"™

durante 24 horas. Tras el periodo de incubacién las
células se recogieron y se prepararon los implantes de Matrigel
gue se inyectaron subcutaneamente en la zona dorsal de ratones
nude RjOrl:NMRI-Foxn1™/Foxn1™. A los 7 dias, los implantes se

retiraron y se analizd el contenido total de hemoglobina por

implante.

Cuando se retiraron los implantes de Matrigel se observé una
mayor coloracidn roja, indicativo de un mayor nimero de vasos
sanguineos, en los implantes que contenian CPE pretratadas con
MP*"™™ durante 24 horas (Figura 48A). Estos resultados fueron
confirmados con la determinacion del contenido total de
hemoglobina en cada implante. La figura 48B muestra como el

Shh+

tratamiento con MP incrementé en 2,54 + 0,39 veces la
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cantidad de hemoglobina presente en el interior del implante

(**p<0,01 vs. control).
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Figura 48. Efecto de las MP en la capacidad vasculogénica in vivo de CPE.
Las CPE se trataron con o sin 10 ug/mL MP*™ durante 24 horas. Tras el
tratamiento, las CPE se recuperaron y se incluyeron en los implantes de
Matrigel que finalmente se trasplantaron subcutdaneamente en ratones nude
(A) Imagenes representativas de los implantes de Matrigel tras su extraccion.
(B) Contenido de hemoglobina total por implante expresado en unidades
arbitrarias relativas a los valores control como media + SEM (n=5). **p<0,01
vs. control mediante el test t-Student.

5.3.3.3 Efecto de las microparticulas Sonic Hedgehog en
la capacidad de produccion de NO de las células
progenitoras endoteliales

A continuacién estudiamos la produccion de NO en CPE

tratadas con MP*"™

y para profundizar en los mecanismos
implicados en este proceso las CPE se incubaron en presencia de
MpS (10 pg/mlL) pretratadas o no con los inhibidores

ciclopamina (15 uM) y LY294002 (10 uM) durante 1 hora. El
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tratamiento de las CPE MP"™

incremento la produccién de NO
en 2,12 + 0,16 veces (p<0,001 vs. control; Figura 49A). Cuando
las CPE fueron pretratadas con los inhibidores ciclopamina y
LY294002, el incremento en la produccién de NO mediada por
MP*"™™ fue completamente abolido (p<0.001 vs. MP*"™; Figura
49B) restaurando los valores de produccién de NO a los
encontrados en células no tratadas. Las CPE tratadas con MPShh',
con ciclopamina o LY294002 mostraron niveles de produccion de
NO similares a los encontrados para CPE no tratadas,

descartando un efecto sobre el incremento de produccion NO.

Asimismo estudiamos la expresion de los enzimas encargados

de regular la produccion NO en CE. El tratamiento con MP*"™

o
tuvo ningun efecto en la expresion proteica del enzima AKT ni
tampoco en la fosforilacion en su sitio activador Ser 473 (Figuras

50A vy B).
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CONTROL

CYCLOPAMINE + MPpShh+ LY294002 + MPShh+
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Figura 49. Efecto de las MP en la produccion de NO en CPE. Las CPE se
trataron con 10 pg/mL MP™™ o 10 pg/mL MP™™ durante 24 horas,
preincubadas o no con ciclopamina 15uM o LY294002 10 uM. Transcurrido
este tiempo se anadié la sonda fluorescente DAF-FM diacetato para la
determinacion de la produccion de NO. (A) Imagenes representativas
obtenidas por microscopia de fluorescencia. (B) Cuantificacion de la
produccién de NO medida como intensidad media de fluorescencia por
campo (n=5-8). Los datos como media * SEM (n=5). ***p<0,001 vs. control;
###p<0,001 vs. MPShm, mediante ANOVA de una via y el post-test Newman-
Keuls para comparaciones multiples.
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Akt protein expression  I>
(relative to control)

(relative to control)

p-Akt Ser 473 protein expression

Figura 50. Efecto de las MP en la expresion proteica y fosforilacion de la
Akt. Las CPE se trataron con 10 pg/mL MP*™ 6 10 ug/mL MP*™™ durante 24
horas, preincubadas o no con ciclopamina 15uM o LY294002 10 uM. La
cuantificacion de la expresion proteica de Akt (A) y su fosforilacion en el sitio
activador (Ser 473) se determind por Western Blot. Los datos estan
expresados como media £ SEM. (n=5)
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shh )
*aumento la

Sin embargo, el tratamiento de las CPE con MP
expresion proteica del enzima eNOS asi como la fosforilacion en
su sitio activador (Ser 1177) en 1,79 £ 0,29 y 2,10 + 0,42 veces
respectivamente (Figuras 51A y B). De nuevo, la presencia de los
inhibidores ciclopamina y LY294002 revirtid por completo el

Shh+

efecto de las MP™"", devolviendo los niveles de produccion de

NO a valores similares a los observados en CPE no tratadas

Shh+ Shh+

(p<0,05 vs. MP>"™). El tratamiento con MP no tuvo ningun
efecto en la fosforilacién de la eNOS en el sitio inhibidor (Thr
495) (Figura 51C). Cuando los inhibidores ciclopamina vy
LY294002 se utilizaron solos, éstos no ejercieron ningun efecto

en la expresion o fosforilacién del enzima eNOS.
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Figura 51. Efecto de las MP en la expresidn proteica y fosforilacion de la eNOS. Las CPE se
trataron con 10 ug/mL MP™™ o 10 pg/mL MP*"™ durante 24 horas, preincubadas o no con
ciclopamina 15uM o LY294002 10 pM. La de la expresion proteica de la eNOS (A), la
fosforilacidn de su sitio activador (Ser 1177) (B) e inhibidor (Thr 495) (C) se determiné por
Western Blot. Los datos estan expresados en unidades arbitrarias (A.U) relativas a los valores
control como media * SEM (n=5). *p<0,05; **p<0,01 vs. control; #p<0,05 vs. MPShh+,

mediante ANOVA de una via y el post-test Newman-Keuls para comparaciones multiples.
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Los resultados obtenidos para la produccion de NO indican

Shh .
* durante 24 horas incrementan la

gue las CPE tratadas con MP
produccion de NO a través de la activacion de la ruta de
sefializacion Hedgehog, especificamente, a través de |la
activacion del receptor SMO y de la quinasa PI3K. Ademas, el

tratamiento con MP*"™™

supone un incremento de la expresion y
la fosforilacién en el sitio activador Ser 1177 de la eNOS. Los
efectos observados en la regulacién de la eNOS estan también
mediados por lo componentes SMO y PI3K de la ruta de

sefializacién Hedgehog.

Con la finalidad de investigar la posible relacion de
dependencia entre la produccion de NO y la formacién de
estructuras tubulares sobre la matriz de Matrigel en CPE tratadas

Shh+

con MP utilizamos el inhibidor de la actividad 6xido nitrico

sintasa, L-NAME (100 uM).

Las CPE fueron sembradas en una matriz de Matrigel,
preincubadas o no con L-NAME 100 uM y tratadas con mpS*
durante 24 horas (Figura 52A). Tras este periodo se analizé la
formacion de estructuras tubulares sobre la matriz de Matrigel.
Los resultados mostraron que la inhibicién de la eNOS con L-
NAME 100 pM no tuvo ningun efecto en la capacidad

- . Shh
vasculogénica mediada por las MP>""*

, ya que los valores de la
longitud total de las estructuras tubulares era similar a la

encontrada para los cultivos de CPE tratadas Unicamente con
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MP*"™™ (1,83 + 0,06 para MP*"™ y 1,74 * 0,13 para L-NAME +

MP*"™ p<0,001 vs. control; Figura 52B).
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Figura 52. Relacion entre la capacidad vasculogénica in vitro y produccion
de NO en CPE tratadas con MP. Las CPE se trataron con 10 ug/mL mp"*
durante 24 horas, preincubadas o no con L-NAME (100 uM) sobre una matriz
de Matrigel. (A) Imagenes representativas de las estructuras tubulares
formadas sobre la matriz de Matrigel. (B) Cuantificacion de la longitud total
de las estructuras tubulares expresados como media + SEM (n=3).
***n<0,001 vs. control, mediante ANOVA de una via y el post-test Newman-
Keuls para comparaciones multiples.
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Los resultados demuestran que en CPE tratadas durante 24

Shh+

horas con MP la capacidad vasculogénica no depende de la

produccién de NO.

5.3.4 Efecto de las microparticulas Sonic Hedgehog en la
reorganizacion del citoesqueleto de actina en células

progenitoras endoteliales

$hh* " durante 24 horas

Los cultivos de CPE tratadas con MP
modificaron su morfologia (Figura 53A), adquiriendo una
organizacidon mas elongada, similar a la que presentan las CE in vivo

y las CE en cultivo sometidas a flujo laminar.

Para comprobar estos cambios estudiamos la reorganizacién del

citoesqueleto de actina en CPE sometidas a diferentes tratamientos.

Shh+

El tratamiento con MP>"", pero no con MP*" era capaz de inducir

la reorganizacién de las fibras de actina. La preincubacion con los
inhibidores ciclopamina y LY294002 no afectaron a la reorganizacion
de las fibras de actina inducido por el tratamiento con MpS,
Unicamente la preincubacién con el inhibidor de la ROCK, el

Shh+

Y27362, pudo abolir completamente el efecto de las MP en el

remodelado del citoesqueleto de actina (Figura 53B).
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Figura 53. Reorganizacion del citoesqueleto de actina en CPE. Las CPE se
trataron con 10 pg/mL MP™ o MPShh_, pretatadas o no con ciclopamina 15
UM, LY 294002 10 uM o Y 27362 50 uM. El citoesqueleto de actina se tifd
con rodamina faloidina (rojo) y los nucleos con DAPI (azul). Se obtuvieron
imagenes de tres campos aleatorios por condicidén experimental testada con
el microscopio de fluorescencia invertido Nikon Eclipse-Ti, objetivo 40X
(magnificacion total 400X) (n=5).

Los resultados indican que la reorganizacién de citoesqueleto de
actina en CPE tratadas con MP™™ durante 24 horas es
independiente de la ruta de senalizacion Hedgehog iniciada por el
receptor Smo. Al mismo tiempo, la activaciéon de la quinasa ROCK
ocurriria a través de un mecanismo independiente de la quinasa

PI3K.
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Shh+

Estos resultados indican que las MP ejercen un efecto

beneficioso sobre CPE humanas en cultivo aisladas a partir de muestras

de sangre periférica. Concretamente, todas las CPE en cultivo

Shh+

mostraron MP>""" en el interior citoplasmatico a las 24 horas de haber

iniciado el tratamiento. A parte de ser internalizadas, las MmpS*
inducen la expresién génica de los principales miembros de la ruta de
sefializacién Hedgehog PTCH1, SMO y GLI1 y de genes de interés
cardiovascular como ENOS, VEGFA, KDR y KLF2. Todo ello indica que las
mpS* pueden ser internalizadas por CPE en cultivo y funcionar como
vectores de informacién biolégica. Ademads, a nivel funcional las MmpS*
aumentan la produccion de NO en CPE en cultivo mediado por dos
miembros de la ruta de sefializacién Hedgehog no candnica, SMO y

Shh+

PI3k. De la misma manera, las MP incrementan la capacidad

vasculogénica in vivo e in vitro de las CPE en cultivo a través de
mecanismos dependientes de SMO y PI3K. Los resultados demuestran

Shh+

gue a nivel funcional, las MP>""" intensifican la capacidad de produccion

A shh
de NO y vasculégenica. De esta manera, las MP™""

podrian ser
utilizadas como una herramienta terapéutica en patologias donde las
CPE tienen afectadas las capacidades de produccion de NO vy

vasculogénica.
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Discusion

Esta tesis ha sido estructurada en tres partes diferentes. En la primera
parte se centrd en el desarrollo de un protocolo optimizado que recogiera
las condiciones mas adecuadas para el aislamiento y cultivo de las CPE a
partir de muestras de sangre periférica. En la segunda parte se analizo el
comportamiento funcional de estas CPE en cultivo procedentes de sujetos
sanos y pacientes con IAM y su evolucidn clinica durante un periodo de 6
meses. En la tercera parte se estudié el efecto de las MP portadoras del
morfogen Shh sobre la funcion de las CPE humanas en cultivo. Por ello, la
discusion ha sido estructurada en estos tres bloques principales. Parte de
los resultados presentados han sido publicados en forma de articulos

cientificos y aparecen recogidos en el Anexo de esta tesis.
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6.1 Aislamiento y cultivo de células progenitoras endoteliales

El conocimiento de la biologia de las CPE representa un avance en el
entendimiento de los mecanismos de reparacion vascular tanto en
situaciones fisiolégicas como patoldgicas. Ademas, el hecho de ser
capaces de aislar y cultivar CPE de forma satisfactoria nos acerca cada
vez mas a la utilizacion de este tipo celular en terapias regenerativas

(Khakoo and Finkel, 2005).

Los estudios dirigidos a la determinacién de la funcidn bioldgica de
las CPE en diferentes contextos experimentales requiere del
aislamiento y expansion in vitro de las mismas. Hasta el momento, las
CPE de humanos se han obtenido a partir de la fraccion de CMN de
muestras de sangre periférica (Asahara et al., 1997; Ingram et al., 2004;
van Beem et al., 2009) y de corddén umbilical (Ingram et al., 2004; van
Beem et al., 2009) y a partir de muestras de médula ésea (Lin et al.,

2000).

De estas tres fuentes posibles de CPE, las muestras de sangre
periférica son las que mas ventajas ofrecen. En primer lugar, la toma de
muestras de sangre es un procedimiento sencillo y realizado de forma
rutinaria en la practica clinica. Ademas, si las CPE estuvieran destinadas
a realizar algun tipo de terapia celular, el aislamiento a partir de
muestras de sangre del mismo paciente (trasplante autdlogo)
eliminaria el rechazo por inmunocompatibilidad que podria

encontrarse en CPE de procedentes de otro individuo.

158



Discusion

Sin embargo, las CPE representan tan sélo un pequefio porcentaje,
el 0,0001%, del total de las CMN presentes en muestras sanguineas
(Ingram et al., 2005a). Por este motivo, el desarrollo de un protocolo
de cultivo con las condiciones 6éptimas es indispensable para la

obtencion de CPE a partir de muestras de sangre periférica.

Otro problema afiadido hasta la fecha es la falta de un
procedimiento estandar para el aislamiento y cultivo de las CPE.
Diferentes condiciones de cultivo dan lugar a diferentes tipos celulares,
a veces, con propiedades y funciones muy diferentes [107]. Un ejemplo
de ello es la gran diferencia en morfologia, fenotipo y comportamiento
entre las llamadas CPE tempranas y las CPE tardias, donde la principal
diferencia en las condiciones de aislamiento y cultivo es el tiempo [38].
Debido a la complejidad y la falta de consenso de los protocolos
utilizados para el aislamiento y cultivo, la comparacion de resultados
obtenidos en diferentes trabajos es dificil. De ahi la importancia en
desarrollar estudios que estandaricen las condiciones de aislamiento y

cultivo de CPE.

Ademads de estar poco estandarizados, los protocolos para el
aislamiento y cultivo de CPE a partir de muestras de sangre periférica
presentan muy bajo porcentaje de éxito, situandose en alguno de ellos

en tan sélo el 13% de las muestras procesadas (Campioni et al., 2013).

Tanto la falta de estandarizacién como el bajo porcentaje de éxito

de los protocolos existentes suponian un impedimento para la
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realizacion de parte de los objetivos de este trabajo, especificamente,
la obtenciéon de cultivos de CPE de un mismo paciente a lo largo de 6
meses de evolucidn clinica. Por este motivo decidimos desarrollar un
protocolo adecuado que nos permitiera superar todos estos

inconvenientes.

6.1.1 Condiciones de aislamiento y cultivo para las células
progenitoras endoteliales

Al trabajar con muestras bioldgicas de origen humano con fines
analiticos y/o experimentales hay que tener en cuenta una serie de
factores que pueden afectar a la estabilidad de las mismas. En el
caso de muestras de sangre, los factores principales a tener en
cuenta son el anticoagulante utilizado en la extraccion de las
muestras de sangre, la presencia de estabilizadores y el tiempo que
transcurre desde la extraccion de la muestra de sangre hasta su

procesado (Holland et al., 2003).

En la practica clinica se utilizan diferentes anticoagulantes para
la obtencion de muestras de sangre. Los anticoagulantes mas
utilizados son el EDTA, el citrato sddico y la heparina. A pesar del
conocimiento del efecto nocivo que estos anticoagulantes pueden
ejercer sobre diferentes componentes celulares de las muestras de
sangre, su efecto en el proceso de aislamiento y cultivo de las CPE

no ha sido testado todavia (Holland et al., 2003).

Cuando utilizamos el EDTA como anticoagulante para la

obtencidon de muestras de sangre periférica tan sélo obtuvimos
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cultivos de CPE en un 20% de las muestras procesadas, resultado
muy similar al obtenido previamente por otros grupos de
investigacion (Campioni et al., 2013). Ademas, se ha puesto de
manifiesto anteriormente que, aunque el EDTA es bueno para
analisis de DNA a partir de muestras de sangre, éste puede in fluir
en la concentracién de Mg”" y causar problemas en el anlisis
citogenético de los componentes celulares de la sangre (Holland et
al., 2003). Por otro lado, el EDTA es utilizado también para la
obtencidon de plasma sanguineo y en general mantiene la integridad
celular durante un periodo de tiempo limitado, inferior a 3 horas. El
EDTA daia la integridad de las plaquetas y puede llegar a ser toxico,
motivo por el cual no es el anticoagulante de eleccidon para el
mantenimiento de las muestras de sangre destinadas a

transfusiones (Ughachukwu P O et al.).

En cambio, cuando utilizamos citrato para la extraccién de las
muestras de sangre periférica, el porcentaje de cultivos de CPE fue
del 80 % de las muestras procesadas. Sin embargo, todos los
cultivos estaban contaminados con otros tipos celulares diferentes
en morfologia y fenotipo a las CPE. El citrato es también utilizado en
la practica clinica para obtencidon de plasma sanguineo, ofrece
mejor calidad que cualquier otro anticoagulante en el aislamiento
del DNA y RNA de muestras de sangre y proporciona un elevado
rendimiento en el aislamiento de linfocitos para su cultivo celular
(Holland et al., 2003). Probablemente, este ultimo sea el motivo

responsable de la contaminacidn con otros tipos celulares de todos
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los cultivos de CPE obtenidos utilizando el citrato como

anticoagulante.

Por ultimo, nuestra experiencia nos permite identificar a la
heparina como el coagulante de eleccién para la obtencion de las
muestras de sangre destinadas al aislamiento y cultivo de CPE.
Aunque la heparina podria alterar la proliferacion de las células Ty
la actividad antitrombina (Holland et al., 2003), permite Ia
obtencidn de cultivos de CPE en el 80% de las muestras procesadas.
Ademads, los cultivos obtenidos utilizando la heparina son
homogéneos y muestran una morfologia adoquinada similar al que

muestran las CE en maduras en cultivo.

Otra variable importante en el manejo de muestras es el tiempo
gue transcurre desde la extraccion de la sangre hasta su procesado.
El procesado de muestras biolégicas humanas por laboratorios de
investigacion basica requiere una sincronizacién entre el personal
del centro clinico donde se obtienen y el personal del laboratorio
que las va a procesar. En condiciones normales, estados no
patolégicos, los individuos son citados y el procesado de la muestra
se realiza inmediatamente después de su obtencién. Sin embargo,
en estados patoldgicos el procesado inmediato de las muestras no
es simpre posible ya que el reclutamiento de los pacientes se realiza
durante las 24 horas del dia. En general la viabilidad celular de las
muestras empieza a decaer a las 48 horas tras su extraccion

(Holland et al., 2003). Otros investigadores han observado
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diferencias en parametros hematoldgicos en muestras de sangre
procesadas 24 horas después de su extraccion (Lippi et al., 2005). Es
necesario conocer cual es la ventana temporal disponible entre la
extraccion de las muestras de sangre hasta su procesado que no
comprometa la integridad de los componentes celulares de la
sangre, entre los que se encuentran las CPE. Nuestros resultados
indican que un tiempo de procesado de las muestras de sangre
inferior a dos horas desde su extraccién es el éptimo para la
obtencidon de un numero elevado de cultivos de CPE a partir de

muestras de sangre periférica en adultos humanos.

Como hemos visto anteriormente, las CPE Unicamente
representan un pequefio porcentaje de la fraccion de CMN. Por lo
tanto, la Unica manera de aumentar la probabilidad de obtener
cultivos de CPE es incrementando el volumen de muestra de sangre.
Sin embargo, en necesario llegar a un compromiso entre el volumen
de muestra procesada y el éxito de la técnica. Hasta el momento,
los volimenes de sangre periférica utilizados para el aislamiento y
cultivo de CPE oscilan entre 50 y 100 mL (Ingram et al., 2004; Lin et
al., 2000). Sin embargo, en la practica clinica existe una reticencia a
la extraccion de volumenes de sangre tan elevados de forma
rutinaria. El protocolo aqui propuesto para el aislamiento y cultivo
de CPE permite la obtencidon de un elevado nimero de cultivos de
CPE a partir de muestras de sangre de tan sélo 30 mL. Este hecho
supone una reduccion del volumen de muestra de sangre necesaria

para el aislamiento de CPE de forma satisfactoria con respecto a los
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protocolos utilizados hasta el momento (Campioni et al., 2013;

Gulati et al., 2003; Ingram et al., 2004; Lin et al., 2000).

En cuanto a las condiciones de cultivo, otros dos pardametros
demostraron ser cruciales en la obtencion de cultivos de CPE y en el
tiempo de aparicion de los mismos. Por una parte, el uso de
fibronectina como matriz extracelular en las placas de cultivo
triplicd el nimero de cultivos obtenidos a la vez que redujo el
tiempo de aparicion de las primeras colonias a la mitad. Estos
resultados estan de acuerdo con otros obtenidos previamente en
los que las CPE muestran una mayor adherencia sobre una matriz
de fibronectina que sobre una matriz de colageno (Asahara et al.,
1997). Ademas, el uso de fibronectina como matriz extracelular
incrementa el nimero de cultivos de CPE obtenidos con respecto al

uso de colageno (Gulati et al., 2003).

Por otra parte, cuando se desconocen los requerimientos
especificos para el cultivo in vitro de un tipo celular se recurre al
enriquecimiento de los medios de cultivo con factores de
crecimiento, citoquinas y otras elementos que estimulen vy
favorezcan su crecimiento. Uno de los compuestos mas utilizados
para el enriquecimiento de los medios de cultivo es el SBF. El SBF,
aislado de fetos bovinos, es muy rico en factores crecimiento,
citoquinas y otros factores que estimulan el crecimiento de las

células en cultivo. Asimismo, contiene una baja carga de
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anticuerpos que pudieran interferir en el cultivo celular (Brunner et

al., 2010).

En el aislamiento y cultivo de CPE, la cantidad de SBF utilizada
para enriquecer el medio de cultivo es variable y oscila del 2% al
20% (Gulati et al., 2003; Hur et al.,, 2004; Ingram et al., 2004).
Nuestros  resultados demuestran que  Unicamente el
enriquecimiento del medio de cultivo EGM-2 con un 20% de SBF
aumenta el éxito en la obtencién de cultivos de CPE a la vez que

reduce el tiempo de aparicion de los mismos.

6.1.2 Caracterizacion fenotipica de los cultivos de células
progenitoras endoteliales

En la optimizacion del protocolo es necesario determinar las
caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células obtenidas con

el fin de garantizar la idoneidad de los cultivos contenidos .

Los cultivos de CPE obtenidos utilizando el protocolo optimizado
presentan una morfologia adoquinada como la que presentan los
cultivos de CE, a diferencia de la morfologia que presentan las EPC
tempranas (Asahara et al., 1997) y las unidades formadoras de
colonias Hill (Hill et al., 2003). El uso de los protocolos propuestos
en estos trabajos dan lugar a colonias de células redondeadas en el
centro, rodeadas por células en forma de huso en la periferia, con
una baja capacidad proliferativa y que desaparecen a las tres

semanas de cultivo (Fadini et al., 2012). La morfologia de las CPE
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obtenidas en el presente trabajo es similar a la que presentan las
CPE tardias (Hur et al., 2004), las células formadoras de colonias
endoteliales (Ingram et al., 2004; Yoder et al.,, 2007) y las CE

maduras en cultivo.

Ademas, todas las células de los cultivos de CPE obtenidos a
partir de muestras de sangre periférica utilizando las condiciones
Optimas de aislamiento y cultivo son capaces de captar acLDL y de
unir Ulex-Lectina, criterio ampliamente utilizado para Ia
caracterizacion de CE (Holthofer et al., 1982; Voyta et al., 1984). Sin
embargo, esta caracteristica también la poseen otras células
aisladas con protocolos diferentes al propuesto en esta tesis como
las unidades formadoras de colonias de Hill, las EPC tempranas, las
EPC tardias y las células formadoras de colonias endoteliales (Fadini

et al., 2008a; 2012).

Por ello, estudiamos en profundidad los marcadores
progenitores y endoteliales mas especificos. Los cultivos de CPE
obtenidos en el presente trabajo expresan el marcador progenitor
CD34 vy los antigenos endoteliales CD31, KDR y vWF, al mismo
tiempo que carecen de expresién del marcador leucocitario CD45.
Las CPE tempranas y las células formadoras de colonias de Hill
también muestran la expresion de estos mismos genes endoteliales.
Sin embargo, estas células carecen de la expresion del marcador
progenitor CD34 y expresan marcadores mieloides y leucocitarios

como CD14, CD11b y CD45 (Fadini et al., 2012). Estos resultados
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siguieren que los cultivos de CPE tempranas estarian formadas por
células angiogénicas T mientras que las unidades formadoras de
colonias de Hill estarian formadas por una combinacion de células T
y monocitos (Rohde et al., 2007). Por este motivo, descartamos los
protocolos utilizados para el aislamiento y cultivo de CPE tempranas
y unidades formadoras de colonias de Hill, ya que no serian los

adecuados para la obtencion de cultivos de CPE.

Los protocolos propuestos previamente para el aislamiento y
cultivo de CPE tardias (Hur et al., 2004) y células formadoras de
colonias endoteliales (Yoder et al., 2007) dan lugar a cultivos de
células con fenotipo endotelial que carecen de la expresion del
marcador progenitor CD34 y son indistinguibles de las CE maduras.
El protocolo optimizado propuesto en este trabajo ofrece ventajas
sobre ellos ya que reduce el volumen de la muestra de sangre y el
tiempo de aparicion de los cultivos a la vez que permite la
obtencion de cultivos celulares, que expresando el marcador
progenitor CD34, se comportan morfoldgica y funcionalmente como

células endoteliales.

6.1.3 Caracterizacion funcional de los cultivos de células
progenitoras endoteliales

Las caracteristicas funcionales que exhiben los cultivos aislados
con un protocolo determinado son también muy importantes.
Anteriormente hemos visto como un Unico parametro en el

protocolo de aislamiento y cultivo, el tiempo, puede afectar en gran
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manera al fenotipo de los tipos celulares obtenidos. De la misma
manera, las diferentes condiciones de aislamiento y cultivo pueden

afectar a las capacidades funcionales de los cultivos obtenidos.

Para garantizar que las CPE cultivadas exhibian una funcién
endotelial adecuada medimos e parametros como la capacidad de
adhesion, de proliferacion, de crecimiento y vasculogénica y las

comparamos con HUVEC, el modelo celular endotelial mas utilizado.

Los resultados obtenidos indican que los cultivos de CPE
muestran una capacidad de adhesion sobre una matriz de
fibronectina similar a la que presentan las HUVEC. Otros estudios
han demostrado que las CPE presentan una fuerza de adhesion
similar a las HUVEC sobre una matriz extracelular de gelatina
cuando ésta se encuentra a bajas concentraciones. Sin embargo, a
concentraciones mayores de gelatina, junto con la presencia en la
matriz extracelular de los anticuerpos CD133, CD34 y KDR, la
capacidad de adhesién de las CPE es superior a la que muestran las
HUVEC (Wang et al., 2012). Cuando los experimentos para
determinar la capacidad de adhesidn se realizaron sometiendo a las
células a estrés de cizalla, de nuevo, las CPE mostraron una
capacidad de adhesion mayor que las HUVEC (Wang and Cooper,
2013). Conjuntamente, los resultados parecen indicar que la
capacidad de adhesién de las CPE es similar a la que presentan las
HUVEC y que ésta depende de la composicién de la matriz

extracelular y de las condiciones experimentales utilizadas.
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La capacidad proliferativa de los cultivos de CPE se determind
bajo dos condiciones experimentales diferentes. En primer lugar, las
células se sometieron a condiciones de ayuno, en la que los cultivos
estan privados de factores que estimulen su proliferacién. Bajo
estas condiciones, los niveles de proliferacién de las CPE y de las
HUVEC son similares, con aproximadamente el 10% de las células
del cultivo en proliferacion. Después, y tras el periodo de ayuno, los
cultivos de CPE y HUVEC se estimularon durante 18 horas con
medio EGM-2, con 2% de SBF y rico en factores de crecimiento. Con
la presencia de los factores de crecimiento la capacidad proliferativa
de ambos tipos celulares aumentd hasta 6 veces, sin observarse
diferencias entre ellos. Estos resultados coinciden con otros
obtenidos anteriormente en los que CPE obtenidas a partir de la
fraccion de células CD34+CD133+ de muestras de médula dsea
mostraron un capacidad proliferativa similar a las HUVEC y a las
células endoteliales microvasculares humanas (Bagley et al., 2003).
Ademas, la capacidad proliferativa de cada uno de estos tipos
celulares dependeria de la composicion del medio de cultivo
elegido. Estos resultados demuestran que las CPE, al igual que las
CE, son capaces de responder a los factores de crecimiento

presentes en los medios de cultivo.

A continuacién testamos la capacidad de crecimiento de los

cultivos de CPE obtenidos a partir de muestras de sangre periférica

bajo las condiciones éptimas de aislamiento y cultivo. Los cultivos
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de CPE mostraron una fase de latencia mas prolongada que las
HUVEC (2,4 dias vs. 1,3 dias) al igual que describen Bompais et al.
(Bompais et al., 2004). Sin embargo, en este y otros estudios, la
capacidad de crecimiento y clonogénica de las CPE es mucho mayor
gue las obtenida para HUVEC (Bompais et al., 2004; Hur et al., 2004;
Ingram et al., 2005b). Una posible explicacién a la diferencia entre
nuestros resultados y los obtenidos por otros grupos podria radicar
en el disefio experimental. Los resultados presentados en este
trabajo muestran la capacidad de crecimiento de los cultivos de CPE
y HUVEC durante un periodo de 6 dias. En los trabajos citados
anteriormente, la capacidad de crecimiento se determind durante
largos periodos de tiempo, hasta 14 semanas (Bompais et al., 2004),
donde se observd que las CPE son capaces de crecer durante mas
tiempo, generar mayor descendencia y sufrir mayor numero de

divisiones que las HUVEC (Bompais et al., 2004; Hur et al., 2004).

En general, todos los protocolos utilizados en la bibliografia
hasta el momento son capaces de dar lugar a células con capacidad
para mejorar la neovascularizacion. Sin embargo, estas células
difieren en la capacidad de diferenciarse completamente a CE con
fenotipo maduro y de integrarse fisicamente a los nuevos vasos
formados (Fadini et al., 2012). La mayoria de los protocolos que
utilizan tiempos cortos (< 7 dias) para la obtencién de cultivos CPE
(Hill et al., 2003; Hur et al., 2004) obtienen células que
principalmente mejoran la formacion de vasos sanguineos mediante

la produccién de diferentes factores de crecimiento que facilitan los
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procesos angiogénicos (Hur et al., 2004; Urbich and Dimmeler,
2004). Por si mismas, estas células no son capaces de formar
estructuras tubulares sobre una matriz de Matrigel in vitro vy
tampoco son capaces de diferenciarse a CE maduras (Fadini et al.,
2012). Sin embargo, los cultivos de CPE obtenidos con tiempos de
cultivo mas prolongados (> 7dias) contribuyen directamente a la
formacion de nuevos capilares y son capaces de diferenciarse
completamente a CE maduras (Fadini et al., 2012; Hur et al., 2004;
Yoder et al., 2007). Al comparar la capacidad vasculogénica de los
cultivos de CPE obtenidos con las condiciones dptimas de cultivo
con la de cultivos de HUVEC, observamos que, aunque son capaces
de formar estructuras tubulares sobre una matriz de Matrigel por si
mismas, presentan una capacidad vasculogénica inferior a las
HUVEC. Sin embargo, otros estudios muestran que las CPE aisladas a
partir de la fraccién de células CD34+CD133+ de muestras de
médula dsea presentan una capacidad vasculogénica similar a la
gue presentan cultivos de HUVEC o cultivos de CE microvasculares

humanas (Bagley et al., 2003).

En definitiva, conseguimos poner a punto un protocolo para
aislar CPE funcionales y con un fenotipo endotelial con un
porcentaje de éxito que nos permitiera abordar los siguientes

objetivos con suficientes garantias.
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6.2 Infarto agudo de miocardio y células progenitoras
endoteliales: movilizacién y funcionalismo

Las CPE tienen un papel fundamental en el mantenimiento de la
integridad del endotelio en situaciones fisioldgicas y en la regeneracion
del lecho vascular en situaciones patoldgicas (Grisar et al., 2011;
Khakoo and Finkel, 2005; Shantsila et al., 2007). En nuestro estudio, la
biologia de las CPE y de cédmo ésta puede estar afectada o modificada
por diferentes condiciones patolégicas puede abrir nuevas opciones

terapéuticas en el tratamiento de las cardiopatias coronarias.

Como adelantamos, las CPE residen en la médula ésea, y desde alli
tienen que ser movilizadas para que finalmente puedan acceder y
adherirse en el lugar donde se ha producido la lesién endotelial. Una
vez reclutadas, las CPE tienen que ser capaces de proliferar, migrar y
organizarse para restablecer la lesion endotelial (Urbich and Dimmeler,

2004).

6.2.1 Niveles de células progenitoras endoteliales
circulantes y células endoteliales circulantes en el infarto
agudo de miocardio

La lesion endotelial representa el desencadenante inicial en la
patogénesis de la aterosclerosis que, finalmente, puede
manifestarse en una condicién patolégica como el IAM. La

inaccesibilidad al endotelio vascular hace muy dificil la deteccion de
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una lesién endotelial asi como la determinacion de su extension

(Mutin et al., 1999).

Las CEC son células que se desprenden de la pared vascular tras
una lesién vascular, y son consideradas una consecuencia mas que
la causa inicial del estado patoldgico (Goon et al., 2006). Las CEC se
han detectado en muestras de sangre de pacientes con diferentes
condiciones asociadas a una lesion endotelial y podrian ser la
prueba de un considerable dafo en el arbol vascular (Mutin et al.,
1999). Por este motivo las CEC podrian representar un biomarcador
muy util para determinar no sélo la existencia de lesién endotelial

sino también de su extension en el IAM.

Las CEC, en citometria de flujo, se caracterizan por la expresién
de marcadores endoteliales como el vWF, el CD31, el CD146 y la
ausencia de expresion del marcador leucocitario CD45 y del
marcador progenitor CD133 (Blann et al., 2005). Por ello, para
distinguirlas de las CPE, el fenotipo mas aceptado para su
determinacién por citometria de flujo es CD31+CD146+CD45-

(Mancuso et al., 2009).

Nuestros resultados muestran que en pacientes con IAM los
niveles de CEC estan aumentados con respecto a sujetos sanos
desde el dia del infarto y se mantienen durante 6 meses de
evolucidn clinica, evidenciando la existencia de una lesién endotelial

mantenida en el tiempo. Mutin el al. observé un incremento de los
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niveles de CEC en el contexto patoldgico del IAM con un pico
situado entre las 18 y 24 horas después del infarto (Mutin et al.,
1999). De la misma manera, Lee et al. observaron un incremento en
el numero de CEC en pacientes con IAM y, ademas, los niveles de
CEC encontrados a las 48 horas del infarto eran capaces de predecir
eventos cardiovasculares adversos mayores a los 30 dias y al afio de

seguimiento (Lee et al., 2005).

El mantenimiento de los niveles de CEC durante los 6 meses de
evolucion clinica en el IAM pone de manifiesto que pueden existir
otros factores, ademas del evento isquémico, que contribuyan a
dafio endotelial, ya que los pacientes no presentaron un segundo
evento cardiovascular durante este tiempo. Sin embargo, no existe
ningun estudio tan largo y que analice los niveles de CEC en el IAM
durante 6 meses de evolucién clinica, y que por tanto nos permita
comparar nuestros resultados. No obstante, los factores de riesgo
cardiovascular  tradicionales como la  hipertension, la
hipercolesterolemia, la hiperglicemia, el sexo, la edad vy el
tabaquismo pueden inducir dafio o muerte de las CE (Hadi et al.,

2005) y pueden explicar la permanencia de niveles elevados de CEC.

Por otra parte, los niveles de CPE circulantes observados en la
fase aguda del IAM (el mismo dia de infarto) son 3,6 veces
superiores a los niveles observados en sujetos sanos. Estos
resultados indican un movilizacién espontanea de las CPE

circulantes a las pocas horas del evento isquémico, tal y como
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describen Massa et al. (Massa et al., 2005) y contradiciendo los
resultados presentados por Schmidt-Lucke et al. que observaron
una disminucién niveles de CPE basales en pacientes con IAM

respecto a sujetos sanos (Schmidt-Lucke et al., 2005).

El estudio de la movilizacién de las CPE circulantes también
revela un pico de movilizacidn a los 30 dias del infarto, situandose
en niveles 6,4 veces superiores a los observados en sujetos sanos. El
pico en la movilizacion de las CPE circulantes en el IAM obtenido en
el presente trabajo no coincide con trabajos previos, que establecen
este pico en el dia del infarto (Massa et al., 2005) o a los 7 dias del
infarto (Shintani et al., 2001). Nuestros resultados muestran ademas
como los niveles de CPE circulantes exhiben una tendencia a
disminuir con la evolucién clinica del IAM, ya que a los 6 meses
estos niveles son similares a los observados el dia del infarto en
pacientes con IAM, pero superiores a los encontrados en sujetos
sanos. Aunque nuestros resultados difieren de los previamente
publicados en los que la normalizacion se produce a los 28 dias
(Shintani et al., 2001), si coinciden con la tendencia a la
normalizacién de los niveles de CPE circulantes con la evolucién

clinica del IAM (Massa et al., 2005).

Las razones que pueden explicar la discrepancia entre los
resultados obtenidos en este trabajo y los presentados previamente
por Shintani et al. y Massa et al. son varias (Massa et al., 2005;

Shintani et al.,, 2001). En primer lugar, podria deberse a las
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caracteristicas iniciales de la poblacion de estudio seleccionada para
la realizacion de estos trabajos. Otra razén podria residir en el
disefio experimental, especialmente en la determinacién de los
tiempos para la extraccién de las muestras tras el infarto. Sin duda,
y quiza la mas importante de todas las razones que explique las
discrepancias entre los niveles de CPE circulantes obtenidas en los
trabajos mencionados anteriormente sea la falta de consenso en la
definicion y en los protocolos para su cuantificacién por citometria

de flujo (Fadini et al., 2008a; 2012).

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo y
los publicados anteriormente revelan una activacién inmediata de
los mecanismos de reparacién endotelial mediados por las CPE.
Ademas, los niveles de CPE circulantes encontrados en pacientes
con IAM el mismo dia del infarto, definidas como células
CD34+KDR+, fueron propuestos como biomarcadores capaces de
predecir la ocurrencia de eventos cardiovasculares y muerte por
causas cardiovasculares durante 12 meses de seguimiento (Werner

et al., 2005).

Aunque la determinacién de los niveles de CPE circulantes puede
relacionarse con la evolucién de los pacientes, es muy importante
determinar la capacidad funcional de este tipo celular en el 1AM,
pues de ella dependera la reparacion endotelio. Es decir, no basta
con tener mas células potencialmente reparadoras, sino que tienen

que ser funcionalmente capaces de hacerlo.
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6.2.2 Determinacion de la capacidad funcional de las
células progenitoras endoteliales en el infarto agudo de
miocardio

Los parametros elegidos para analizar la capacidad funcional de
las CPE en cultivo fueron la adhesién, crecimiento, proliferacién y

vasculogénesis.

Una vez en el torrente sanguineo, las CPE tienen que ser capaces
de adherirse a CE y/o a componentes de la matriz extracelular que,
después de la lesion endotelial, han quedado expuestos al flujo
sanguineo (Caiado and Dias, 2012). Este proceso se conoce con el
nombre de “homing” o emplazamiento y estd mediada por
diferentes proteinas como las selectinas y las integrinas (Caiado and

Dias, 2012; Vajkoczy et al., 2003).

Nuestros resultados demuestran como las CPE en cultivo aisladas
a partir de muestras de sangre de pacientes con IAM presentan un
aumento en la capacidad adhesiva en la fase aguda del IAM con
respecto a sujetos sanos, y que ésta se mantiene hasta 30 dias
después del infarto, cuando alcanza niveles maximos. A los 6 meses
de evolucion clinica, la capacidad de adhesion de las CPE se
restablece a valores observados en sujetos sanos. Coincidiendo con
nuestros resultados, Brehm et al. observaron un aumento en la
movilizacién de CPE expresando moléculas de adhesién celular en
pacientes con IAM después de 24 horas tras el infarto (Brehm et al.,

2009). Tras una extensa busqueda bibliografica no hemos
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encontrado otros trabajos que hayan analizado la capacidad de
adhesion de las CPE en el contexto del IAM y durante 6 meses de

evolucidn clinica.

En cambio, existen algunos trabajos que muestran cémo la
capacidad de adhesién de las CPE puede estar disminuida por la
presencia de factores de riesgo vascular, como el colesterol (Chen et
al., 2004b) y la homocisteina (Chen et al., 2004a) o incrementada
por diferentes tratamientos como las estatinas, los inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina y los antagonistas de los
receptores de angiotensina (Shantsila et al., 2007; Siddique et al.,
2010; Wojakowski et al.,, 2012). Sin embargo, cualquier
comparacion de los resultados obtenidos en estos trabajos con los
de la presente tesis es bastante compleja. En primer lugar, los
criterios de seleccion de la poblacion de estudio varian de un
trabajo a otro. En segundo lugar, la mayoria de los trabajos
encontrados en la bibliografia realizan la determinaciéon de la
capacidad de adhesién en CPE tempranas que, como hemos visto
anteriormente, son células monociticas y no CE. Finalmente, en la
determinacién de la capacidad de adhesidon de las CPE se utilizan
protocolos experimentales diferentes que pueden introducir
diferencias significativas en los resultados obtenidos para el
parametro analizado (Grisar et al., 2011). Es preciso destacar que las
dificultades encontradas a la hora de comparar los resultados

obtenidos para la capacidad de adhesion son los mismos que nos
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hemos encontrado con el resto de capacidades funcionales

determinadas en esta tesis y presentadas a continuacion.

Tal y como hemos visto anteriormente, la capacidad de adhesién
es uno de los parametros que puede determinar el éxito o el fracaso
de la funcion bioldgica de las CPE. Por este motivo, decidimos
analizar la expresion los principales componentes que median esta
capacidad, las integrinas (Caiado and Dias, 2012). Los resultados
mostraron que la expresion de las integrinas a5 y aV seguia un
patrén similar al observado para la capacidad adhesiva en CPE de
pacientes con IAM durante 6 meses de evolucion clinica. Es decir,
los niveles de expresion de las integrinas a5 y aV muestran una
tendencia al alza el dia del infarto, alcanzando valores significativos
a los 30 dias para volver a niveles similares a los encontrados en

pacientes sanos a los 6 meses de evolucidn clinica.

La similitud del patrén de capacidad de adhesion con el de la
expresion de las integrinas a5 y aV sugiere la implicacion de éstas
en el proceso de adhesién de las CPE sobre una matriz de
fibronectina. Esto no es de extrafiar ya que otros autores han
obtenido resultados similares en diferentes modelos animales,
ratones y conejos (Kokubo et al., 2007; Wary et al., 2009). En estos
trabajos se demostrd un papel indispensable de las integrinas a5 y
aV en la adhesion de las CPE a vasos previamente denudados, lo
que refuerza nuestra hipdtesis. La buena evolucién clinica que

mostraron todos los pacientes con IAM incluidos en esta parte del
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estudio junto con la facilidad con la que se puede determinar la
expresion de las integrinas a5 y aV en CPE por citometria de flujo,
hace de éstas unas buenas candidatas a posibles indicadores de
reparacion endotelial y a biomarcadores de prondstico en la

cardiopatia isquémica.

Una vez adheridas sobre la zona del endotelio dafiada, las CPE
tienen que ser capaces de responder adecuadamente a los
estimulos locales adecuadamente, proliferar, crecer y, finalmente,

regenerar el endotelio.

En la presente tesis, la capacidad proliferativa de los cultivos de
CPE se mididé por citometria de flujo como la capacidad de éstos
para iniciar el ciclo celular en respuesta a la adicién de un medio de
cultivo rico en factores de crecimiento tras un periodo de ayuno de
48 horas. Diferentes autores han descrito previamente que la
presencia de factores de riesgo cardiovascular reduce la capacidad
proliferativa de las CPE (Chen et al.,, 2004a; 2007). Los datos
obtenidos en el presente trabajo confirman una reduccién de la
capacidad proliferativa de las CPE en pacientes con IAM. También
demuestran como esta capacidad esta reducida en las fases agudas
del 1AM, situacién que se mantiene por lo menos hasta 30 dias
después del infarto, para restablecerse a valores observados en CPE

de sujetos sanos tras 6 meses de evolucién clinica.
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La mayoria de estudios realizados hasta el momento para la
determinacién de la capacidad proliferativa han estado
encaminados a testar el efecto de diferentes sustancias como la
angiotensina Il y la homocisteina sobre las CPE (Shantsila et al.,
2007; Siddique et al., 2010). En estos trabajos se observdé como el
tratamiento de CPE en cultivo con estas sustancias reducia su
capacidad proliferativa. También es notable el nimero de trabajos
destinados a la determinacidon de este mismo pardmetro en cultivos
de CPE tratadas con estatinas, inhibidores del enzima convertidor
de la angiotensina y bloqueadores del tipo 1 de receptores de la
angiotensina Il (Shantsila et al., 2007; Siddique et al., 2010). El uso
de estos farmacos, ampliamente utilizados en el tratamiento de los
pacientes con patologias cardiovasculares, resultd en una mejora en

la capacidad proliferativa de los cultivos de CPE.

Como hemos indicado anteriormente, hasta la fecha no existen
trabajos que estudien la capacidad proliferativa de las CPE en el
contexto del IAM durante un periodo de tiempo tan extenso, por lo
gue la comparacion de los resultados obtenidos a lo largo de la
evolucion clinica no es posible. Ademas, el diferente criterio de
inclusion de pacientes entre diferentes estudios, la falta de un
protocolo estandar para el aislamiento y cultivo de las CPE y el uso
de diferentes técnicas para la determinacion de la capacidad
proliferativa nos ha dificultado la comparacién estos resultados con

los obtenidos por otros grupos.
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Otro de los parametros funcionales analizados fue la capacidad
de crecimiento de las CPE cultivadas durante un periodo de 6 dias
en medio de cultivo endotelial rico en factores de crecimiento.
Todos los cultivos de CPE, tanto los aislados a partir de muestras de
sangre de sujetos sanos como aquellos de pacientes con IAM a lo
largo de su evolucién clinica no mostraron diferencias en su
crecimiento hasta el 52 y 62 dia de cultivo. Los tiempos de latencia
para todos los cultivos de CPE parecen indicar que todos ellos
necesitan tiempos similares para adaptarse a las nuevas condiciones
de cultivo, situdandose en 2,4 dias, tiempo bastante superior al
encontrado en este trabajo para las HUVEC (1,3 dias) y descrito con
anterioridad por Bompais et al. (Bompais et al., 2004). De forma
interesante, aunque no del todo sorprendente, el nimero maximo
de células en cultivo en la fase estacionaria para cada cultivo sigue
la misma tendencia que el observado para la capacidad
proliferativa. De esta manera, hemos observado una reduccion en la
capacidad de crecimiento en CPE aisladas en pacientes con IAM a
los 30 dias de infarto. A los 6 meses, la capacidad de crecimiento de
los cultivos de CPE se ha restablecido a valores similares a los que
presentan las CPE de sujetos sanos. De nuevo, no hemos
encontrado ningun trabajo que analice esta capacidad en CPE

aisladas en pacientes con IAM durante 6 meses de evolucion clinica.

La dltima fase el proceso vasculogénico consiste en la

organizacion de las CPE, ya adheridas y en constante crecimiento,

en estructuras tridimensionales que, tras un proceso de
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maduracién, conformaran los nuevos vasos sanguineos. In vitro, la
capacidad vasculogénica de cultivos celulares se determina
midiendo la capacidad de éstos para formar estructuras tubulares
sobre una matriz de Matrigel. Los resultados obtenidos en esta tesis
revelan una modificacion de la capacidad vasculogénica de las CPE a
lo largo de 6 meses de evolucion clinica en el contexto del IAM. Asi,
las CPE presentan una tendencia hacia una menor capacidad
vasculogénica en las fases agudas del infarto. Sin embargo, esta
tendencia se invierte a los 6 meses de evolucién clinica, donde la
capacidad vasculogénica de las CPE de pacientes con IAM es similar

a la que presentan los sujetos sanos.

Aunque con un tipo celular y contexto patoldgico distinto,
Heeschen et al. observaron una reduccion de la capacidad
vasuclogénica de progenitores derivados de la médula ésea de
pacientes con enfermedad coronaria isquémica crdnica (Heeschen

et al., 2004).

Aunque existen varios estudios que ponen de manifiesto una
rapida movilizacion de CPE durante eventos isquémicos agudos y
durante su evolucién clinica, ninguno de ellos ha estudiado la
capacidad vasculogénica de estos progenitores en el contexto del
IAM (Lee and Poh, 2014; Shantsila et al., 2007; Siddique et al., 2010;
Wojakowski et al., 2012). Por lo contrario, si existen varios estudios
dirigidos a la determinacién de la capacidad funcional de las CPE en

presencia de factores de riesgo cardiovascular. Asi, Loomans et al. y
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Teeper et al, observaron una reduccién de la capacidad
vasculogénica en CPE en pacientes con diabetes mellitus de tipo 1y
2 respectivamente (Loomans et al., 2004; Tepper et al.,, 2002).
Resultados similares se han obtenido para la presencia de niveles
elevados de colesterol total, homocisteina y dimetil arginina

asimétrica (Chen et al., 2004a; 2004b; Thum et al., 2005).

Otra parte de los estudios de funcionalidad celular han
perseguido la determinacién del efecto de diferentes farmacos
utilizados en patologias cardiovasculares sobre la biologia de las
CPE. En esta linea, se observd que el ramipril, un inhibidor del
enzima convertidor de angiotensina, es capaz de aumentar la
capacidad vasculogénica de las CPE in vitro. En cambio, las estatinas
aumentan el numero de CPE y su capacidad de migracién,

proliferacién y de adhesion (Siddique et al., 2010).

Tomando los datos funcionales de forma conjunta, los resultados
obtenidos muestran como las CPE son capaces de modular su
actividad funcional en el IAM. De esta manera, encontramos que las
CPE en fases agudas del IAM presentan aumentada su capacidad
adhesiva mientras que las capacidades de crecimiento, proliferacion
y vasculogénesis se ven reducidas. A los 30 dias tras el infarto esta
situacion se intensifica aun mds y observamos un maximo de
adhesion y minimo para la capacidad de crecimiento. Finalmente, a
los 6 meses del IAM, las CPE han restablecido su funcionalidad a los

valores encontrados en sujetos sanos, en las que predomina una
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mayor capacidad de crecimiento, de proliferacién y vasculogénica y
una menor capacidad de adhesion. Teniendo en cuenta que todos
los pacientes incluidos en esta parte del trabajo mostraron una
buena recuperacion tras el 1AM, el comportamiento de las CPE
observado en ellos podria ser el que asegurara una buena

recuperacion del paciente.

Debido a la naturaleza multifactorial de la patologia del IAM y los
tratamientos que los pacientes reciben en estas situaciones,
nuestro estudio tiene algunas limitaciones. Por una parte, la
mayoria de pacientes con IAM son tratados con medicamentos
capaces de incrementar al movilizacion y funcion de CPE como las
estatinas y los inhibidores del enzima convertidor de angiotensina.
Por este motivo, el principal factor implicado en el incremento de
los niveles de CPE en las fases agudas el IAM y la modificacion
funcional de las mismas a lo largo de la evolucién la clinica es
incierto (Shantsila et al., 2007). Por otra parte, los factores de riesgo
cardiovascular reducen el numero y la funcion de las CPE (Shantsila
et al., 2007). De esta manera, los resultados aqui presentados
pueden estar influenciados por los factores de riesgo cardiovascular
asi como por el tratamiento que los pacientes con IAM reciben y no

Unicamente por el estado patoldgico del IAM.
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6.3 Microparticulas Sonic Hedgehog y células progenitoras
endoteliales

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar el efecto de las
MP especificamente disefiadas para que alberguen el morfogen Shh
(MPShh+) sobre la biologia de CPE aisladas de muestras de sangre
periférica de adultos humanos. Especificamente nos centramos en dos
de los parametros funcionales que mejor definen una adecuada
funcion endotelial in vitro, la capacidad de producir NO y la capacidad

vasculogénica.

6.3.1 Interaccion de las microparticulas Sonic Hedgehog
con las células progenitoras endoteliales

El efecto que las MP puedan ejercer sobre otras células, tanto en
el estado fisioldgico como en el patoldgico, depende del tipo de
interaccion que se establezca entre ambas y de si se produce o no la
transferencia del contenido (proteinas, lipidos y RNAs) de la MP a la
célula (Raposo and Stoorvogel, 2013). De esta manera, las MP
pueden fusionarse con la membrana plasmatica celular o ser
endocitadas. Si la interacciéon se produce a través de la fusidon entre
la célula y la MP, la primera adquirira las propiedades antigénicas y
los receptores de la membrana de la segunda. Ademas, el contenido
de la MP se liberara al citoplasma celular. De esta manera la célula
puede adquirir nuevas funciones que antes no poseia. Sin embargo,
cuando las MP son endocitadas, éstas pueden fusionarse con la
membrana endocitica, y liberar su contenido al citoplasma, o ser

dirigidas a los lisosomas para su degradacion. En este caso, soélo si
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las MP se fusionan con las membranas endociticas, la célula

adquirira nuevas funciones.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran como MP
tefiidas con PKH67 empiezan a ser internalizadas por las CPE a las
dos horas de exposicidn. A las 24 horas de exposicidn todas las CPE
muestran en su citoplasma MP marcadas. Imagenes de microscopia
confocal revelan cémo las MP marcadas se encuentran
concentradas en pequenas vesiculas, probablemente vesiculas
endociticas, en el interior citoplasmatico de las CPE. Resultados
similares se han obtenido con HUVEC en cultivo y MP teiiidas con
PKH67 (Soleti et al., 2012). Otros autores han detectado la
acumulacién de vesiculas extracelulares (MP o exosomas) en
compartimentos endociticos o fagociticos a través de mecanismos
dependientes del citoesqueleto de actina y de la actividad PI3K

(Raposo and Stoorvogel, 2013).

Sin embargo, no podemos descartar que las MP puedan
fusionarse con las CPE ya que el rapido dinamismo con el que se
produce el evento de fusion junto con la limitada resolucién de la
microscopia de fluorescencia podria haber impedido su deteccion
(Raposo and Stoorvogel, 2013). Algunos grupos han podido
demostrar la fusién directa de exosomas con células dendriticas de
ratén derivadas de la médula 6sea mediante el uso del compuesto
lipofilico R18 (Montecalvo et al., 2012). Es necesario destacar que

Unicamente se esperan mecanismos de fusion, que finalmente
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conllevan a una exposicion estable y duradera de las MP en la
superficie celular, en aquellas células con poca o ninguna actividad

endocitica (Raposo and Stoorvogel, 2013).

6.3.2 Efecto de las microparticulas Sonic Hedgehog en la
expresion génica de las células progenitoras endoteliales

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran como
los principales miembros de la ruta de sefializaciéon de Hedgehog se
expresan basalmente en CPE humanas aisladas a partir de muestras
de sangre periférica. Asi, pudimos observar una expresién basal del
receptor de Shh, PTCH1 asi como del efector de la ruta, SMO.
Ademads, observamos que en las CPE, el factor de transcripcién
activador de la ruta candnica Hh, GLI1, también se expresa
basalmente.

Shh .
* durante 24 horas incrementan la

Las CPE tratadas con MP
expresion de los genes PTCH1, SMO y GLI1. El incremento de la
expresion de GLI/1 en respuesta al Shh se ha utilizado ampliamente
como biomarcador de la activacion de la ruta de sefializacion
candnica Hedgehog (Boo et al.,, 2002; Hirschi et al.,, 2008). La
expresion de los genes PTCH1, SMO y SHH también se ha observado
en células sanguineas CD34+ de humanos, donde la adicién de Shh
exogeno a cultivos in vitro en expansiéon incrementd el nimero de
células progenitoras funcionales y promovié su diferenciacion

(Aberger et al., 2012). Los resultados de expresion génica

demuestran la activacion de la ruta de sefializaciéon Hedgehog
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candnica en CPE tratadas con MP*"

. Sin embargo, sigue siendo
controvertido el papel de los factores de transcripcion GLI en la
regulacién de los procesos angiogénicos y tubulogénicos en CE
(Chinchilla et al., 2010; Kanda et al., 2003; Spek et al., 2010).

Shh
* aumenta la

El tratamiento de las CPE humanas con MP
expresion de genes de interés cardiovascular. Especificamente se
observa un incremento de la expresion de dos genes implicados en
procesos vasculogénicos y angiogénicos, el VEGFA y su receptor,
KDR (Fischer et al., 2006; Olsson et al., 2006; Soleti and Martinez,

2012). En CPE humanas sometidas a tratamiento con mpS*

, el gen
NOS3 que codifica para la proteina eNOS también incrementa su
expresion. El NO producido por la eNOS regula numerosas acciones
cardiovasculares como el tono vascular y la presion sanguinea,
previene la agregacidén plaquetaria e inhibe la proliferacién de las
células de musculo liso vasculares (Moncada and Higgs, 2006). De la

. Shh
misma manera las MP>™"

inducen la expresion del factor de
transcripcién inducido por el flujo laminar y ateroprotector, KLF2

(Gimbrone and Garcia-Cardefia, 2013).

Los mecanismos de regulacion de la expresion de estos genes en

Shh+

CPE humanas e inducidos por el tratamiento con MP esta aun

por determinar. Algunos trabajos en CE de humanos y ratdn

. Shh
muestran como el tratamiento con MP>™"

modifican la expresién de
varios genes implicados en procesos angiogénicos y como este

efecto fue inhibido parcialmente por la ciclopamina (Soleti and
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Martinez, 2009; 2012). Estos resultados podrian reflejar la compleja
interaccion entre las rutas candnicas y no candnicas de sefalizacion

Hedgehog en la regulacion de la expresién génica.

6.3.3 Efecto de las microparticulas Sonic Hedgehog sobre la
funcion celular de las células progenitoras endoteliales
Inicialmente se considerd que las CE in vitro no eran capaces de
responder directamente a la proteina recombinante Shh. La
induccién de la angiogénesis, el aumento del flujo sanguineo vy la
recuperacion de miembros isquémicos en el modelo murino se
produciria a través de la induccién de la expresion de factores
angiogénicos (VEGF y Angiopoyetina 1 y 2) en células intersticiales
mesenquimales (Pola et al., 2001). Sin embargo, mas recientemente
se ha observado como las HUVEC si son capaces de responder a Shh
y de cémo la activacion de la ruta de sefializacion de Hedgehog en
HUVEC es capaz de inducir respuestas angiogénicas (Chinchilla et

al., 2010; Spek et al., 2010).

Hasta la fecha no existe ningun estudio que describa el efecto
de Shh sobre la biologia de CPE aisladas de sangre periférica de
adultos humanos. Los resultados aqui obtenidos demuestran como

Shh . . ,
" es capaz de inducir un estimulo en la

el Shh presente en las MP
capacidad vasculogénica de las CPE aisladas de sangre periférica de

adultos humanos.

Como mostramos anteriormente las CPE por si mismas son

capaces de formar estructuras tubulares sobre una matriz de
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Matrigel. De hecho, este criterio es uno de los mas utilizados para
definir el fenotipo funcional de las CPE (Fadini et al., 2008a; 2012;

Shh
* desvela una

Timmermans et al., 2009). El tratamiento con MP
induccién en la capacidad vasculogénica de las CPE asi como una
mejora en la organizacion de las estructuras tubulares formadas

sobre la matriz de Matrigel.

Para analizar la posible implicacién de la ruta de sefializacion de
Shh en la induccidon de la capacidad vasculogénica de las CPE
utilizamos inhibidores selectivos de SMO, la ciclopamina y de PI3K,
el LY294002. Los resultados obtenidos muestran como el efecto

Shh+

inducido por las MP>""" era completamente bloqueado tanto por la

ciclopamina como por el LY204002. Este hecho parece indicar que

Shh+

las MP>™"" son capaces de inducir la ruta de sefalizacién Hedgehog y

gue, ademas, ésta esta implicada en el proceso vasculogénico. La
regulacién de la vasculogénesis en CPE inducida por las mpS*
estaria mediada por mecanismos SMO y PI3K dependientes. Se han

obtenido resultados similares a los aqui presentados en HUVEC

Shh+ Shh+

tratadas con MP Especificamente, las MP indujeron la
formacion de estructuras tubulares por parte de CE sembradas
sobre una matriz de Matrigel a través de un mecanismo
dependiente tanto del receptor PTCH1 como de SMO (Soleti et al.,
2009). Otros trabajos empleando la proteina recombinante Shh
demostraron un incremento de la capacidad angiogénica de las

HUVEC a través de la activacion de la ruta de sefializaciéon no
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canodnica (Chinchilla et al., 2010) y mediados a través de la PI3K

(Kanda et al., 2003).

Sin embargo, los resultados aqui obtenidos no permiten
descartar el posible papel del factor de transcripcidn activador de la
ruta canodnica, GLI1, del factor proangiogénico VEGF y de su
receptor KDR. Serian necesarios experimentos adicionales con
inhibidores especificos de estos componentes para determinar el
papel especifico de cada uno de ellos en la induccién de la

shh .
*. Otros estudios

vasculogénesis en CPE tratadas con MP
demostraron que las CE no respondian a las proteinas Hedgehog a
través de un aumento de la actividad del factor de trascripcion GLI y
de la expresion de los genes regulados por éste (ruta candénica) si no

gue lo hacian a través de mecanismos GLI-independientes (Brennan

et al., 2012; Chinchilla et al., 2010).

Es muy importante destacar que el efecto beneficioso de las
MP*"™™ sobre la capacidad vasculogénica de las CPE se refleja,
también, in vivo. CPE tratadas con MP*™™ durante un periodo de 24
horas fueron trasplantadas subcutdneamente a ratones
inmunodepremidos durante 7 dias mediante el procedimiento
experimental conocido como “Matrigel Plug Assay”. Los resultados

) Shh
de estos experimentos muestran como las MP™™"

son capaces de
inducir la capacidad vasculogénica de las CPE in vivo. Estos

resultados revelan como con tan sélo un tratamiento de 24 horas
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Shh+

con MP™™"" es capaz de inducir cambios perdurables en la funcién de

las CPE.

. , . . Shh
En este trabajo se describe por primera vez cémo las MP™""" s

on
capaces de inducir la produccién de NO en CPE en cultivo. El uso de
los inhibidores ciclopamina y LY294002 revierte por completo el
incremento en la produccién de NO en CPE inducido por el

Shh+

tratamiento con MP Estos resultados demuestran que el

incremento en la produccion de NO en CPE sometidas a tratamiento

Shh+

con MP estd mediado por los componentes de la ruta de

sefializacién de Hedgehog SMO y PI3K. El mecanismo de regulacion

Shhe . .
* coincide con el

en CPE de la produccién de NO inducida por MP
propuesto para la linea celular endotelial EA.hy 926 y en CE
murinas, donde la produccion de NO estaria mediada a través de un
mecanismo dependiente de los receptores PTCH1 y SMO (Agouni et

al., 2007; Soleti and Martinez, 2012).

La produccién de NO en CPE y CE se realiza, principalmente, a
través de la actividad del enzima eNOS. El gen de la eNOS ha sido
estudiado extensamente. El promotor de este enzima posee una
region promotora con multiples secuencias reguladoras. Entre las
sustancias que pueden interaccionar con estas secuencias
reguladoras encontramos el VEGF, las estatinas y los estrogenos
(Moncada and Higgs, 2006). Encontramos también multiples
elementos implicados en la regulacion de su actividad de entre los

cuales quiza el mas importante sea la ruta de seializacion del PI3K.
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La estimulacién del PI3K por el flujo laminar conlleva la activacion
de la quinasa AKT, quien finalmente fosforila el enzima eNOS en su
sitio activador Ser 1177. Sin embargo, existen otras proteinas
guinasas que también pueden fosforilar el sitio activador Ser 1177
de la eNOS como la proteina quinasa a (PKA) (Boo et al., 2002) y la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK), que es capaz de activar
a la eNOS en presencia de Ca2+/calmodulina (Moncada and Higgs,

2006).

Cuando estudiamos los mecanismos subyacentes al incremento
de la produccién de NO inducido por el tratamiento de mpS*
observamos que éstas no tuvieron ningun efecto en los niveles de
expresién ni en la activacion de la quinasa AKT. Sin embargo,
observamos un aumento en la expresién y en la fosforilacion de la
eNOS en su sitio activador Ser 1177 sin efecto aparente sobre su
sitio inhibidor, Thr 495. De nuevo, el uso de los inhibidores
ciclopamina y LY294002 mostraron como todos los mecanismos

implicados en la produccion de NO inducidos por las MP+ eran

dependientes del receptor Smo y de la quinasa PI3K.

El NO parece estar implicado directamente en procesos
angiogénicos y en la organizacion de capilares. Ademas, el VEGF es
capaz de aumentar la produccién de NO mediante el aumento de la
expresion de la eNOS y , a su vez, el NO es capaz de inducir la
expresion del TGF-B, un potente factor angiogénico (Moncada and

Higgs, 2006). Parece clara la existencia de una interrelacién entre la
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produccion de NO, el VEGF y la vasculogénesis. Con el fin de
estudiar la posible dependencia entre la producciéon de NO vy la
capacidad vasculogénica inducidas por las MP+ realizamos el ensayo
de vasculogénesis in vitro en presencia de un potente inhibidor de
la actividad oxido nitrico sintasa, el L-NAME. La inhibicién de la
produccion del NO no tuvo ningun efecto sobre la capacidad

vasculogénica de las CPE tratadas con mpS*

. Todo ello sugiere que

el incremento de la capacidad vasculogénica de las CPE mediada por
Shh . . .

MP>™ se produce a través de mecanismos diferentes y

completamente independientes de la produccion del NO.

Resultados similares a los presentados en este trabajo se han
obtenido para CE cultivadas in vitro. El tratamiento de la linea

Shh+

celular endotelial EA.hy 926 con MP aumento la expresion de la

eNOS asi como la fosforilacion en su sitio activador Ser 1177

Shh
* fueron

(Agouni et al., 2007). En el modelo murino, las MP
capaces de mejorar la funcién endotelial mediante la produccién de
NO (Agouni et al., 2007) y de rescatar la disfuncion endotelial tras
un proceso de isquemia y reperfusion. En el modelo murino de
isquemia animal, la administracidon intravenosa de MP*"™™ durante

21 dias incremento la activacién de la eNOS, tanto en segmentos de

aorta como en el tejido muscular (Benameur et al., 2010a).
En conjunto, todos los resultados presentados en este apartado

demuestran como el tratamiento con MP que albergan el morfogen

Shh son capaces de mejorar las capacidades vasculogénicas y de
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produccion de NO de CPE. Estos dos parametros son dos de las
funciones celulares mas importantes y que mejor caracterizan la
funcion endotelial. Por otra parte, sabemos que tanto el nimero de
CPE circulantes como su funcién esta afectada por la presencia de
los factores de riesgo cardiovascular (Werner and Nickenig, 2006).
De la misma manera, se ha observado una disminuciéon en la
movilizacion de las CPE en diferentes enfermedades
cardiovasculares (Shantsila et al., 2007). El efecto observado de las
MP*"™™ sobre las capacidades funcionales de las CPE las hace muy
atractivas como posible terapia para mejorar la funcion de las CPE,
afectada en pacientes que padecen enfermedades cardiovasculares

o que presentan algun factor de riesgo cardiovascular.

6.3.4 Efecto de las microparticulas Sonic Hedgehog en la
reorganizacion del citoesqueleto de actina en células

progenitoras endoteliales

Shh+

El tratamiento con MP induce cambios morfoldgicos en las

CPE. Las CPE en cultivo mostraban la caracteristica morfologia

adoquinada endotelial. Sin embargo, tras 24 horas de tratamiento

Shh+

con las MP™™, las CPE adquirian una morfologia mucho mas

fusiforme, muy similar a la que presentan las CE en arterias
sometidas a flujo laminar (Dai et al., 2004). Ademas, el factor de

transcripcion KLF2 podria estar también implicado en el cambio

Shh+

morfoldgico observado en CPE tratadas con MP™"". Sin embargo,

Shh+

aunque el tratamiento con MP>""" induce la expresién del gen KLF2,

los datos obtenidos en esta tesis son insuficientes para dilucidar el
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papel exacto del factor de transcripcion KLF2 y de los mecanismos
de regulacién del mismo.

Shh+

El estudio del efecto de las MP sobre la organizacién del

citoesqueleto de actina muestra como el tratamiento con MmpS*
durante 24 horas induce la reorganizacion de los filamentos de
actina en CPE. Ademas éstos se distribuyen de forma longitudinal a
lo largo de toda la célula. La reorganizacién de los filamentos de
actina no es dependiente de Smo ni de la actividad de la PI3K. El uso
del inhibidor Y27362 desveld6 que la reorganizacién de los
filamentos de actina esta mediada por la proteina ROCK, cuya
activacion, ademas, es independiente de Hedgehog. Colectivamente
los resultados indican que la reorganizacién del citoesqueleto de

Shh+

actina en CPE sometidas al tratamiento con MP puede estar

mediada por uno o varios componentes presentes en las MP*™ y
diferentes a Shh. Sin embargo, resultados obtenidos en HUVEC
demostraron que la activacién de las proteinas Rho GTPasa, Racl y
RhoA estaria mediada por mecanismos Smo y PI3K dependientes,

pero independientes de los factores de transcripcién GLI (Chinchilla

et al., 2010; Soleti et al., 2009).

Los resultados obtenidos en el andlisis de la expresién génica en

Shh+ Shh-

CPE tratadas tanto con MP como con MP revelan como solo

las primeras son capaces de aumentar la expresion de los genes

Shh-

estudiados. Las MP™"" no tienen ningun efecto en la expresion de

estos mismos genes. Lo mismo ocurre para todos los pardmetros
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funcionales estudiados en esta parte del trabajo. A pesar de la
diferente composiciéon proteica de las microparticulas MpS* y
Mp*" (Miguet et al., 2006) Unicamente aquellas MP que contienen
al morfogen Shh son capaces de inducir cambios significativos en la
expresion de genes de la ruta de sefalizacion de Hedgehog y genes
de interés cardiovascular. Ademas, todos los efectos positivos de las
MP*"™™ sobre la capacidad funcional de las CPE parece estar mediada
Unicamente por la activacién de la ruta de sefalizacion Hedgehog,
ya que la inhibicion del receptor Smo es capaz de revertir todos los

. Shh
cambios evocados por las MP>"™,

198



7 Conclusiones/Conclusions






Conclusiones/Conclusions

En los pacientes que sufren un IAM se produce un aumento en el
numero de CEC y EPC circulantes. Las CEC se mantienen elevadas
durante los 6 meses de evolucidon clinica al igual que las EPC

circulantes, que alcanzan su valor maximo 30 dias después del infarto.

El protocolo éptimo de aislamiento de CPE de sangre periférica se
basa en la recogida de al menos 30 mL de sangre por puncidon venosa
en tubos con heparina sédica, procesada en un tiempo inferior a 2
horas. Las CPE se cultivardn sobre una matriz extracelular de
fibronectina y se enriquecera el medio de cultivo endotelial con un
20% SBF. Las CPE en cultivo asi obtenidas muestran caracteristicas
fenotipicas y funcionales similares a las de lineas establecidas de

células endoteliales (HUVEC).

Existen diferencias entre el comportamiento de las CPE en cultivo
aisladas de individuos sanos y de pacientes con IAM. Ademas, durante
la evolucién clinica del paciente, las CPE también modifican sus
caracteristicas funcionales: en la fase aguda del proceso, el aumento
en la adhesion de las CPE en cultivo asociado al aumento de expresion
de las integrinas a5 y aV, esta acompanado de una disminucion de la
proliferacién celular y la vasculogénesis. La funcion de la CPE en
cultivo de pacientes con IAM se reestablece a los niveles control
después de 6 meses de evolucién. Por ello, este cambio funcional de
las CPE indicaria una adaptacién a los requerimientos fisiopatoldgicos

de cada momento.
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Shh :
* e incrementar la

Las CPE en cultivo pueden incorporar MPP
expresion de diversos genes asociados a la vasculogénesis. Este
tratamiento aumenta la capacidad vasculogénica en cultivos de CPE in
vitro a través de mecanismos dependientes de la ruta de sefalizacion
Hedgehog (SMO y PI3K) y en implantes de CPE en Matrigel en un
modelo de ratén inmunodeficiente. Sin embargo, la reorganizacién del
citoesqueleto de actina depende de la ROCK y es independiente de la
ruta de sefializacion Hedgehog.

El tratamiento de las CPE con MP*"™

aumenta la produccion de NO
mediante un aumento en la expresién y activacién de la eNOS y de

mecanismos dependientes de la ruta de Hedgehog (SMO y PI3K).
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In patients suffering AMI, CEC and circulating EPC numbers are
increased. CEC levels remain elevated during 6 months of clinical
evolution as circulating EPC do, reaching their maximum level 30 days

after infarction.

The optimized protocol for isolating EPC from peripheral blood
samples relies on the collection of at least 30 mL of blood by
venipuncture in sodium heparin tubes, processed in less than 2 hours.
EPC will be cultured on a fibronectin matrix and endothelial culture
media will be enriched with 20% FBS. Isolated EPC cultures show
similar phenotype and function to that of established lines of

endothelial cells (HUVEC).

There are differences in behavior between EPC in culture isolated
from healthy individuals and patients with AMI. Furthermore, during
clinical evolution, EPC also modify their functional features: in acute
phases of the process, increased EPC adhesion capacity, associated
with increased expression of a5 and aV integrins, is accompanied by a
decreased cell proliferation and vasculogenic capacity. Therefore, EPC
functional modulation indicates a pathophysiological adaptation to
specific requirements during AMI clinical evolution.

Shh .
* and to increase the

EPC in culture are able to incorporate MP
expression of vasculogenesis associated genes. MP*™ treatment
incresases EPC vasculogenic capacity in vitro in a Hedgehog signaling

pathway dependent manner (SMO and PI3K) and, in vivo, in an
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immunodeficient mouse model. However, actin cytoskeleton
reorganization is mediated through ROCK-dependent but Hedgehog
signaling pathway-independent mechanism.

EPC treated with MPS™

increase  NO production by increasing
expression and activation of eNOS in a Hedgehog signaling pathway-

dependent mechanism (SMO and PI3K).
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Abstract

The culture of endothelial progenitor cells (EPC) provides an excellent tool to research on EPC biology and vascular regeneration and vasculo-
genesis. The use of different protocols to obtain EPC cultures makes it difficult to obtain comparable results in different groups. This work offers
a systematic comparison of the main variables of most commonly used protocols for EPC isolation, culture and functional evaluation. Peripheral
blood samples from healthy individuals were recovered and mononuclear cells were cultured. Different recovery and culture conditions were
tested: blood volume, blood anticoagulant, coating matrix and percentage of foetal bovine serum (FBS) in culture media. The success of culture
procedure, first colonies of endothelial cells appearance time, correlation with number of circulating EPC (cEPC) and functional comparison with
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were studied. The use of heparin, a minimum blood volume of 30 ml, fibronectin as a coating
matrix and endothelial growing media-2 supplemented with 20% FBS increased the success of obtaining EPC cultures up to 80% of the pro-
cessed samples while reducing EPC colony appearance mean time to a minimum of 13 days. Blood samples exhibiting higher cEPC numbers
resulted in reduced EPC colony appearance mean time. Cells isolated by using this combination were endothelial cell-like EPCs morphological
and phenotypically. Functionally, cultured EPC showed decreased growing and vasculogenic capacity when compared to HUVEC. Thus, above-
mentioned conditions allow the isolation and culture of EPC with smaller blood volumes and shorter times than currently used protocols.

Keywords: endothelial progenitor cells @ cell culture @ vasculogenesis

Introduction

Vasculogenesis in adults was for first time reported after the identifi-
cation and characterization of a population of EPC derived from
peripheral blood [1]. Endothelial progenitor cells are incorporated into
new vessels undergoing active angiogenesis. This process of post-
natal vasculogenesis refers to the formation of new blood vessels
from progenitor cells in the adult and has been associated with differ-
ent physiological functions [2] and pathological disorders as cancer
[3], cardiovascular diseases (CVD) [4, 5] and diabetes [6].
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Since EPC were discovered, a great deal of literature has empha-
sized the importance of such progenitor cells in the maintenance of
endothelial integrity by both exerting a paracrine effect to promote
angiogenesis and integrating themselves into new vessels [6, 7].
Actually, an inverse correlation between EPC numbers and cardiovas-
cular risk factors has been reported in patients with cardiovascular
risk, but no history of CVD [8].

Besides the number of EPCs, the progenitor cell function could be
affected by individual factors, such as cardiovascular risk factors, dif-
ferent drug treatments, hormone levels and others [9]. The study of
EPC function requires obtaining EPC cultures, but one of the draw-
backs existing is the lack of a simple and reproducible method to iso-
late, cultivate and expand EPC. It could be as a result of the small
fraction at which these cells are found circulating level, representing
only about 0.0001% of total mononuclear cells (MNC) of peripheral
blood in human adults [10]. Culture of EPC has been performed in
several ways, for early and late EPC [11], although a systematic and
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detailed protocol to obtain replicate data on cultured EPC is still
required.

Moreover, a potential clinical use of cultured EPC has been
proposed, including re-endothelialization of injured vessels, reduc-
ing atherosclerotic disease appearance and progression and
revascularization of infarcted regions [12]. Endothelial progenitor
cells have also been proposed as potential therapeutic tools for
gene therapy in growing cancers [13].

In the present study, we evaluated the influence of different culture
conditions in obtaining EPC cultures, and we tested EPC functional
capacity and compared it with HUVEC, widely used as a laboratory
model system for studies on endothelial cell function and pathology.
Therefore, we proposed an affordable and reproducible method to
obtain EPC cultures to perform functional cell assays.

Materials and methods

Study design

This study was designed to compare different culture conditions for the
best way to isolate and to obtain cultured, functional EPC. First, we selected
the optimal blood sample withdrawal conditions in terms of volume and
anticoagulant. Second, the culture conditions (extracellular matrix, culture
media composition) were analysed. Finally, the functional capacity of the
cultured EPC (measured in terms of cell growth and adhesion, cell prolifer-
ation and vasculogenesis) was the parameter to ensure the best culture
conditions of the obtained cells, taking HUVEC as standard reference.

Blood samples

Peripheral blood samples were obtained from 60 healthy individuals at
the Cardiology Service, Hospital Clinico of Valencia, in accordance with
institutional guidelines. The characteristics of the participants enrolled
are presented in Table S1.

Different blood volumes (60 ml) were withdrawn by venipuncture
and were collected in tubes containing different anticoagulants: ethylen-
ediaminetetraacetic acid (EDTA), heparin and sodium citrate (Vacutainer,
Becton Dickinson, San Agustin del Guadalix, Madrid, Spain). To avoid
sample contamination with mature endothelial cells (EC), first 6 ml of
collected blood was discarded.

Blood samples were processed within 2 hr after extraction. To
assess the effect of time sampling on EPC culture yields, a set of sam-
ples were left on a blood roller mixer at room temperature and were
processed 24 hrs after withdrawal.

This investigation conforms to the principles outlined in the Declara-
tion of Helsinki, was approved by the Ethical Committee of Clinical
Research of the INCLIVA, Hospital Clinico of Valencia, Spain, and writ-
ten informed consent was obtained from all donors.

Mononuclear cell isolation

Mononuclear cells from peripheral blood samples were isolated
as described before [14]. Briefly, non-diluted blood was layered over
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Lymphoprep (Axis-shield, Oslo, Norway) in a volume ratio 2:1, and
centrifuged at 800 rcf for 30 min. at room temperature. Mononuclear
cells from interphase were collected and washed twice with 6% foetal
bovine serum (FBS) (Gibco, Life technologies, Alcobendas, Spain) in
Dulbeco’s PBS solution (Gibco).

Endothelial progenitor cell culture

Mononuclear cells isolated from blood samples were collected in endo-
thelial growing media (EGM)-2 complete medium with the following
composition (Lonza, Lonza Ibérica, Barcelona, Spain): Endothelial cell
basal medium-2 supplemented with EGM Single Quots containing
hydrocortisone, 2% FBS, hFGF-B, VEGF, R3-IGF-1, ascorbic acid, hepa-
rin, FBS, hEGF, and GA-1000 (gentamicin, amphotericin-B). Mononu-
clear cells were seeded onto fibronectin-treated plates (2.5 pg/cm?;
Becton Dickinson) at a final density of 1.5 x 10° cells/cm?. Twenty-four
hours after seeding, non-adherent cells were removed and attached
cells were further cultured at 37°C and 5% of CO,. Culture media was
changed every 2 days until first EPC colonies appeared or up to a maxi-
mum of 40 days.

To test different culture conditions, some of the above-mentioned
parameters were modified. In this study, we tested two different FBS
media concentrations, 2% and 20%, as well as two different coating
matrixes, fibronectin 2.5 ng/cm? and Gelatin 1% (Sigma-Aldrich, Tres
Cantos, Madrid, Spain).

Human umbilical vein endothelial cell culture

Human umbilical vein endothelial cell culture was isolated by collagenase
treatment of human umbilical veins from newborns as described earlier
[15]. Briefly, umbilical veins were flushed with sterile PBS solution
(Sigma-Aldrich) to wash the clotted blood out and then perfused with
1% collagenase solution and incubated at 37°C for 15 min. Endothelial
cells were recovered by centrifugation and seeded onto gelatin-treated
25 cm? flasks (BioLite, LabClinics, Barcelona) in specific endothelial
media EGM-2.

Quantification of circulating EPC in peripheral
blood

Peripheral blood samples were recovered in heparin tubes and pro-
cessed within 2 hrs after extraction. Circulating EPC (cEPC) were
stained with anti-human VEGFR2/kinase insert domain receptor (KDR)
conjugated with phycoerythrin (PE; R&D Systems, Madrid, Spain),
fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-human CD34 (Becton
Dickinson) and peridinin chlorophyll protein complex (PerCP)-conju-
gated anti-human CD45 (Becton Dickinson) or with the appropriate is-
otype controls. Red blood cells were lysed (BD FACS Lysing solution,
Becton Dickinson) for 10 min. and stained cells were detected with a
FC5000 cytometer (Beckman-Coulter, Madrid, Spain) and results were
analysed with Infinicyt software (Cytognos S.A., Salamanca, Spain).
Circulating EPC were identified as negative for the leucocyte
marker CD45, positive for the prototypical stem cell marker CD34
and positive for the endothelial cell marker KDR (CD45 CD34*KDR")
[11].

© 2013 The Authors.
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Endothelial progenitor cell characterization

Flow cytometry phenotypic characterization

Cultured EPC obtained under the most suitable conditions were also
characterized by flow cytometry. The expression of endothelial antigens
KDR and CD31 (also known as platelet-endothelial cell adhesion
molecule, PECAM-1), progenitor antigen CD34 and leucocyte antigen
CD45 was assessed. Briefly, harvested cells were stained with PE-conju-
gated anti-human KDR, FITC-conjugated anti-human CD31 or FITC-con-
jugated anti-human CD34 and PerCP-conjugated anti-human CD45, or
with the appropriate isotype controls. CD45, CD34 and CD31 antibodies
were purchased from Becton Dickinson and KDR antibody from R&D
Systems. Stained cells were detected with a FC5000 cytometer (Beck-
man-Coulter) and results were analysed with Infinicyt software (Cyto-
gnos S.A.). Cultured EPC were considered as negative for the leucocyte
marker CD45, positive for the stem-cell marker CD34 and positive for
the endothelial cell markers KDR and CD31 (CD45~CD34*KDR*CD31%).

Immunofluorescence characterization

The ability of isolated EPC to uptake acetylated low density lipoprotein
(Ac-LDL) and to bind Ulex-lectin, the classical way to define endothelial
cells, was performed as described earlier [16,17]. Briefly, EPC were
incubated with 1,1"-dioctadecyl-3,3,3",3"- tetramethylindo-carbocyanine—
labelled Ac-LDL (Dil-acLDL, Life Technologies, Alcobendas, Spain), fixed
with 4% paraformaldehyde and incubated with fluorescein isothiocya-
nate labelled Ulex europaeus agglutinin (FITC-UEA-1, Sigma-Aldrich).
Cell nuclei were stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI,
Sigma-Aldrich). Stained samples were observed on a confocal spectral
Leica SP2 microscope (Leica, Barcelona, Spain). Pictures were taken
with a 40x objective and shown at x1200 magnification.

Endothelial progenitor cells cultures were also tested for von Wille-
brand Factor (VWF) expression. In brief, cells were fixed with 4% parafor-
maldehyde solution and permeabilized for with PBS 0.25% Triton X-100
solution. Cells were incubated first with rabbit polyclonal vVWF antibody
(Abcam, Cambridge, United Kingdom) and then with a DyLight 488 con-
jugated anti-rabbit secondary antibody (Abcam). Counter staining was
achieved by incubating cells with DAPI. Images were obtained with an
inverted fluorescence microscope Nikon Eclispe Ti (100x magnification).

Functional parameters

Cell growth curve

1.5 x 10* cells were seeded in EGM-2 media on each well, culture
media was changed daily and the counting process was repeated every
day for 6 days. Briefly, cells were detached by using 0.05% trypsin
solution, recovered by centrifugation and resuspended with 100 ul of
Tripan blue solution (Sigma-Aldrich). Cells were counted on a Neubauer
modified chamber and total number of cells per well were plotted to
calculate the lag period (latent period of no growth), the log phase
(when cells underwent exponential growth), the plateau (when growth
rate dropped close to zero) and the saturation density (at which the cell
population reached the plateau phase).

Cell proliferation
Cell proliferation was measured by flow cytometry with propidium iodide
(PI) staining (Immunostep, Salamanca, Spain) to quantify the content of
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DNA and the distribution of a cell population along the different phases of
the cell cycle [18]. Briefly, cells were starved for 48 hrs and then stimu-
lated for 18 hrs with EGM-2 complete media. After incubation, cells were
detached with a 0.05% trypsin solution, fixed with 70% ethanol and
stained with PI-RNase solution (Immunostep). Stained cells were analy-
sed with FC5000 cytometer (Beckman-Coulter) and Infinicyt software
(Cytognos). Results are shown as percentage of cells undergoing DNA
synthesis plus mitosis with respect to total cell number analysed.

Cell adhesion

Adhesion assays were performed on fibronectin (Becton Dickinson)
treated dishes (2.5 pg/cm?). In brief, 5 x 10 cells were seeded on
dishes with a 4 mm? grid (Nunc, Madrid, Spain) and incubated at 37°C
and 5% of CO,. After 30 min., non-adherent cells were removed and
adhered cells were counted in six random squares by two independent
observers. Data were expressed as a percentage of adhered cells rela-
tive to the total number of seeded cells.

Vasculogenesis assay

Vasculogenesis was analysed in Matrigel (Becton Dickinson) as previ-
ously described [19]. In brief, Matrigel was diluted with EGM-2 media
SBF free and allowed to solidify for 30 min. at 37°C. Thereafter,
1.5 x 10° cells/well were seeded and incubated for 8 hrs. Then, pic-
tures were taken with a Nikon Eclipse-Ti inverted microscope (Nikon,
Izasa, Valencia, Spain) with 4x objective (total magnification 40x) and
images recorded by Nikon digital sight Ds-QiMc camera.

Images from five different random fields per well were processed
and analysed with Image Pro-Plus Software V.6 (Media Cybernetics,
Rockville, MD, USA). Total length data of the tube-like structures were
expressed in micrometers (um).

Statistical analysis

Values shown in the text and figures are mean 4+ SEM. For frequency
comparison, contingency tables were analysed by Chi-squared test. Data
normality was assessed by Kolmogorov—Smirnov test. Statistical com-
parisons were performed with one-way anova for multiple comparisons
and then Bonferroni’s test was performed. Student’s t-test was applied
for single comparisons. Correlation analysis was performed by linear
regression. Growth curve data were analysed by two-way anova with
Bonferroni’s post-test. P < 0.05 was considered significant. The statisti-
cal analysis was carried out by using the Prism 5.04 software (Graph-
Pad Software Inc., San Diego, CA, USA).

Results

EPC isolation conditions

Three clinically used anticoagulants were tested to study how the
anticoagulant used for blood sampling influences EPC isolation and
culture procedure. Identical blood volumes were recovered in tubes
containing EDTA, sodium heparin and sodium citrate. Mononuclear
cells from these samples were cultured and both the percentage of
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EPC cultures and the appearance mean time for the first EPC colonies
were recorded.

Only 20% of EDTA-recovered blood samples gave rise to EPC cul-
tures. However, when heparin or sodium citrate was used for blood
recovery, 80% of EPC cultures were successfully obtained (P < 0.01;
Fig. 1A). No significant differences were found with regard to EPC
appearance mean time between anticoagulants (Fig. 1B). Moreover,
100% of cultures derived from citrated samples showed different
morphology, were negative for the uptake of Ac-LDL and unable to
bind Ulex-lectin, thus demonstrating they were not EPC (Fig. S1).
Only heparin allows obtaining high yields of homogeneous EPC cul-
tures with the shorter appearance mean time. Thus, rest of the experi-
ments were performed with blood obtained with heparin as
anticoagulant.

To assess the effect of blood volume on EPC isolation proce-
dure, three different blood volumes (10, 20 and 30 ml) were tested.
The highest EPC culture yields, referred as the percentage of EPC
cultures obtained from blood samples, were found for blood sam-
ples of 30 ml (80%; P < 0.05 versus 10 ml). Although there were
no statistically significant differences between samples of 20 and
30 ml, the 20% vyield reduction in 20 ml blood samples is worth
considering (Fig. 1B). The use of higher blood volumes for EPC iso-
lation showed a decrease in EPC appearance mean time, from
16 days for 10 ml blood samples to 12 days for both 20 and
30 ml blood samples (P < 0.05; Fig. 1C). On the basis of obtained

results, we chose to collect 30 ml of blood to reach high yields in
EPC cultures.

As quick blood processing is not always available, the effect of
time sampling on EPC isolation and culture procedure was checked
by dividing blood samples into two sets. One set was processed
within 2 hrs after extraction. The other set was left in a blood roller
mixer for 24 hrs and then processed in the same way (Fig. S2). For
samples processed within 2 hrs after withdrawal, 80% of EPC cul-
tures were obtained. For those samples left for 24 hrs in a blood
roller mixer, only 30% of EPC cultures were obtained (P < 0.05).
These results indicate the critical rapid processing of blood samples
when they are intended to EPC isolation.

EPC culture conditions

To investigate the role of the most common culture matrixes in the
cell culture procedure, MNG were seeded on culture plates previ-
ously treated with either gelatin or fibronectin. The highest number
of EPC cultures was obtained when fibronectin was used as coating
matrix (70% versus 20%; P < 0.05; Fig. 2A). A reduction in the
appearance time was also observed, from 23 days for gelatin matrix
to 12 days for fibronectin matrix (P < 0.01; Fig. 2B). Therefore, the
use of fibronectin matrix for EPC culture increases EPC culture
yields as well as it reduces the appearance mean time of the first
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Fig. 2 Endothelial progenitor cells’ (EPC) culture conditions. Effect of
culture matrix on the development of EPC cultures. Results represent
(A) the obtained EPC culture percentages from mononuclear cell (MNC)
seeded in plates coated with 1% gelatin or 2.5 pg/cm? fibronectin
(*P < 0.05 by Chi-squared test; n = 10) and (B) EPC appearance time
(**P < 0.01 by Student’s t-test; n = 10). Effect of foetal bovine serum
(FBS) media concentration on the development of EPC cultures. Results
represent (C) the obtained EPC cultures from MNC maintained with
endothelial growing media-2 complete media supplemented with 2% or
20% FBS (n=10) and (D) EPC appearance time (*P < 0.05 by Stu-
dent’s t-test; n = 10).

EPC colonies. The rest of the experiments were performed onto
fibronectin-coated culture surfaces.

Two different concentrations of FBS, 2% and 20%, were tested as
complement to endothelial media EGM-2. The higher FBS concentra-
tion higher yield in EPC cultures is obtained (30% versus 70%;
Fig. 2C), although differences did not reach statistically significance
(P = 0.074). Endothelial progenitor cells appearance time, however,
was significantly reduced from 16 to 11 days (P < 0.05) for media
complemented with 2% and 20% FBS, respectively (Fig. 2D).

After testing different conditions for EPC isolation and culture, the
best combination of them all is the use of fibronectin as a coating
matrix, 2 minimum volume of 30 ml of fresh blood recovered in hepa-
rin tubes and EGM-2 supplemented with 20% FBS. Blood processing
within 2 hrs after extraction is also recommended. (Fig. S3 shows
bright field pictures of culture evolution from MNC seeding to EPC
confluent cultures).

© 2013 The Authors.
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Fig. 3 Circulating endothelial progenitor cell (EPC) levels and EPC
appearance mean time relationship. Correlation between circulating EPC
levels and EPC cultures appearance mean time from mononuclear cell
derived from donors blood. Circulating EPC were analysed by flow
cytometry as CD45 CD34'KDR*, as detailed in the Methods section
(R? =0.48; P<0.01; n = 15).

EPC culture appearance time and circulating
levels of EPC

To test the relationship between cEPC and the success of its culture,
blood samples from 20 healthy donors were processed in two sets:
one for flow cytometry analysis for cEPC quantification, and the other
one for cell culture following the above-mentioned conditions, and
EPC culture yields and appearance time were recorded. With these
conditions, 15 EPC cultures were obtained and the EPC appearance
mean time was 13.5 days, in accordance with all the data presented
so far. The cEPC levels were 647 + 78 cEPC/ml of blood. Analysis of
blood samples data that successfully gave rise to EPC cultures
revealed that there was a significant, inverted correlation between
cEPC levels and appearance time (P < 0.01; Fig. 3).

Cultured EPC characterization

After isolation and culture procedure, obtained EPC cultures were
characterized morphologically. All EPC cultures showed the character-
istic endothelial cobblestone morphology. To ensure that our modified
procedure gave rise to true EPC, cells were phenotypically character-
ized by flow cytometry and immunofluorescence microscopy.

Flow cytometry immunophenotyping revealed that all isolated EPC
expressed endothelial markers CD31 and KDR. Panleucocyte marker
expression, CD45, was absent in all of them and progenitor marker
expression, CD34, was found in 45% of cultured cells (Fig. 4A).
Taken together, these results suggest our procedure allows the isola-
tion of EPC with endothelial-like phenotype.

The capacity of EPC cultures to incorporate Dil-acLDL and their
ability to bind FITC- UEA-1 were analysed in different cultures by
confocal microscopy (Fig. 4B). All the cultures were positive for both
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Fig. 4 Cultured endothelial progenitor cells’ (EPC) phenotypic characterization. (A) Representative images for endothelial markers kinase insert

domain receptor (KDR) and CD31, the progenitor maker CD34 and the Ieucocyte antlgen CD45 expression were assessed by flow cytometry. Grey
histograms are isotype-stained cells and black histograms represent cells positively stained with KDR, CD31, CD34 and CD45. The percentage of
EPC expressing each marker is presented as mean + SEM (n = 10). (B) Confocal microscopy of Dil-Ac-LDL uptake, FITC-UEA-1 binding, 4',6-di-
amidino-2-phenylindole (DAPI) nuclei staining and merged images for EPC are shown. EPC were incubated with 2 pg/ml of Ac-LDL for 1 hr, fixed
with 4% paraformaldehyde and then incubated with 10 pg/ml FITC-Ulex-lectin. Counterstaining was achieved by 1 pg/ml DAPI staining. Scale bar
represents 25 um (original magnification x1200). (C) Fluorescence microscopy of von Willebrand Factor expression, DAPI nuclei staining and
merged images for EPC are shown. EPC were incubated for 1 hr with 1:100 dilution of FITC-vWF. Scale bar represents 100 um (original magnifica-
tion x200). Images shown are representative of 10 EPC cultures.

markers indicating an endothelial-like phenotype. Moreover, VWF  confluence. Endothelial progenitor cells showed longer lag phase
expression was also evaluated by fluorescence microscopy and all (2.4 days) compared with HUVEC (1.3 days; P < 0.05). Endothelial

the cells were uniformly positive for this marker (Fig. 4C). progenitor cells cultures were found to have shorter exponential
Therefore, our modified culture procedure successfully achieves  growth phase. Endothelial progenitor cells plateau growth phase was
the isolation of EPC with endothelial cell-like phenotype. reached on the 4th day after seeding at a saturation density of

5.2 x 10° cells/cm?. By contrast, HUVEC reached plateau growth
phase on the 5th day after seeding at a saturation density of

EPC functional parameters 17.7 x 10° cells/cm? (P < 0.001; Fig. 5A).
Cell proliferation was studied both in starvation and after stimula-
To further confirm the excellence of obtained cultured EPC, the func-  tion with complete EGM-2 media, after 48 hrs of starvation (Fig. 5B).
tional ability of EPC in cultures was evaluated in terms of cell growth  In starved conditions, about 10% of cells were proliferating. When
kinetics, proliferation, adhesion and vasculogenesis. EPC functional  cells were stimulated with complete media, the percentage of cells
parameters were compared with those obtained for HUVEC, the well-  actively involved in proliferation was increased four- to sixfold
accepted endothelial cell model for studies in vitro. (P < 0.05 versus starvation). No differences in proliferation capacity
Endothelial progenitor cells and HUVEC growth curves are pre-  between EPC and HUVEC cultures were found under starvation condi-

sented in Figure 5A. Cells were counted every day until cells reached  tions or under induced conditions.
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Fig. 5 Cultured endothelial progenitor cells’ (EPC) functional characterization. (A) Growth curve of EPC and human umbilical vein endothelial cell (HU-
VEC) cultures followed up for 6 days. 15,000 cells were seeded on day one in 24-well plates and then counted daily. Results represent the number of
cells from each culture counted every day (***P < 0.001 versus EPC by two-way anova and Bonferroni’s post- hoc test; n = 10). (B) Cell proliferation
of EPC and HUVEC after stimulation with full endothelial growing media (EGM)-2. EPC were starved for 48 hrs and then stimulated with complete
EGM-2 media for additional 18 hrs. Cells were harvested, stained with propidium iodide solution and measured by flow cytometry. Results represent
the number cells in proliferation (mitosis plus interphase) for EPC (white) and HUVEC (black), expressed as a percentage of total cells (*P < 0.05 ver-
sus same starved cell type by Student’s ttest; n = 10). (C) Cell adhesion of EPC and HUVEC. 50,000 cells were seeded on 2.5 pg/cm? fibronectin-
treated dishes with 4 mm? grid. Results represent the percentage of attached cells 30 min. after seeding as indicated in the Methods section
(n=10). (D) The vasculogenesis capacity of EPC and HUVEC seeded on Matrigel is shown in the representative images of tube-like structures
formed by EPC and HUVEC (original magnification x40). 15,000 cells were seeded onto matrigel matrix diluted 1:1 with serum-free complete EGM-2
media and incubated for 8 hrs. (E) Total length analysis of tube-like structures for each sample (*P < 0.05 by Student’s +test; n = 10).

The cell adhesion function was evaluated by the cell ability to
adhere to an extracellular matrix of fibronectin for 30 min. Results
showed no differences between EPC and HUVEC (32% versus 35%,
respectively; Fig. 5C).

Vasculogenesis, the ability to form tube-like structures, was
assessed in vitro by seeding the cells on Matrigel matrix. All EPC and
HUVEC cultures were able to organize themselves into similar tube-
like structures (Fig. 5D). After 8 hrs of incubation, total length for

less invasive source for EPC available so far. Our results point to
the need to control a number of parameters related to the sample
collection and to the culture conditions to obtain an optimal func-
tional performance of EPC. The conditions tested indicate (i)
peripheral blood should be recovered in heparin tubes; (i) in a
minimum volume of 30 ml; (/i) blood samples should be pro-
cessed within 2 hrs after collection; (i) fibronectin is the best
extracellular matrix and (v) culture media should be supplemented

these structures was measured. Human umbilical vein endothelial
cells cultures formed larger tube-like structures (664 + 25 um)
when compared with those formed by EPC cultures (394 + 92 um;
P < 0.05; Fig. 5E).

Discussion

This study standardizes the most controllable conditions for optimal
isolation and culture of EPC from peripheral blood samples, the

© 2013 The Authors.

with 20% FBS.

Knowledge of EPC biology represents an advance in the under-
standing of vascular repair mechanisms in physiological and
pathological situations. Furthermore, the fact of being able to suc-
cessfully isolate and culture EPC makes us closer to test them for
potential clinical applications in regenerative and anticancer thera-
pies [12, 13].

In this regard, the use of standard procedures for isolating and
culturing EPC is the only way to obtain comparable results. Different
culture procedures could lead to the isolation of different cell types
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with very different properties. A good example of this fact is the great
difference in morphology, phenotype and behaviour between the so-
called early and late EPC where time is the main difference condition
for EPC culture and isolation (for a review, see [20]) Because of the
complex procedures for EPC isolation and culture, the comparison of
different works is quite challenging if not sometimes impossible.
There is a lack, however, of a methodical comparison of different
parameters for EPC isolation and culture.

Blood recovery and handling are an extremely important step in
EPC isolation as anticoagulants and sample timing handling may
affect EPC integrity. In some cases, other anticoagulants have been
used, although their effect on EPC isolation and culture yields, to our
knowledge, has not been systematically compared. Our results sug-
gest that correct sample handling would involve the use of heparin as
anticoagulant.

An important variable when using human samples, especially to
apply the procedure to patients in different circumstances, is the time
spent between blood sample collection and its processing. In our
study, a sample process time inferior to 2 hrs after withdrawal is
mandatory to obtain the highest EPC culture yields.

Regarding culture conditions, two important parameters demon-
strated an important impact on the probability to obtain an EPC cul-
ture and the mean appearance time. On the one hand, the use of
fibronectin as matrix to coat cell culture superficies triplicated the
success and half-reduced the appearance time, in agreement with
previous reports where EPC showed a greater adherence on fibronec-
tin matrix than collagen [1]. On the other hand, the FBS, which is
commonly added to cell culture media as a source of growth factors,
cytokines and essential nutrients, is also critical to increase the likeli-
hood to obtain EPC cultures and to reduce the EPC appearance mean
time.

As previously reported, the volume used to isolate EPC from
peripheral blood samples ranged from 50 to 100 ml [14, 21]. How-
ever, a minor volume of blood sample of 20 ml was required when
the origin was human umbilical cord blood samples [14] probably
because of a higher content in progenitor cells. Taken together, our
results suppose a reduction in blood sample volumes and culture
mean time than those found earlier for peripheral blood samples and
a significant increase in the success rates (compared to 13%
achieved in other studies [22]).

Circulating EPC levels change with several physiological condi-
tions, such as menopause [23], physical training or ageing [24].
Acute disorders, such as myocardial infarction [25] or vascular
trauma [26], increase the number of circulating EPC in blood sam-
ples. Conversely, an inverse correlation between EPC number and risk
factors has been described in coronary artery disease [27].

The present study demonstrated an inverse correlation between
the number of cEPC and EPC appearance mean time in culture,
suggesting that the higher the number of circulating EPC in blood
samples, the higher is the likelihood and the shorter the time to
successfully obtain EPC cultures out of them. This information is
of great importance if our proposed procedure is intended for
EPC isolation, culture and cell therapy. In this case, previous EPC
mobilization would be strongly recommended to ensure high
yields and time reduction in EPC cultures, particularly in those
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pathologies where EPC numbers have been reported to be reduced
[27].

But not only is the yield of the method important but the func-
tional characteristics of the obtained EPC. The morphological, pheno-
typical and functional characteristics of cultured EPC were
comparable to endothelial cells from other sources, such as HUVEC.
Cultured EPC showed a cobblestone-like morphology was positive for
LDL uptake and Ulex-lectin binding, expressed progenitor antigen
(D34 as well as endothelial antigens CD31, KDR, VWF while lack the
expression of hematopoietic marker CD45. Our procedure give rise to
EPC with similar traits to the so-called late EPC, endothelial colony
forming cells or endothelial outgrowth cells [11, 14, 20, 21].

Endothelial progenitor cells obtained under the best conditions
exhibited functional parameters comparable to those obtained for
HUVEC in terms of growth curve, cell proliferation and adhesion
and vasculogenesis. In spite of cultured EPC showed reduced
growth (which can be attributed to the longer lag phase) and vas-
culogenic capabilities than HUVEC, no differences were found in
proliferative and adhesive capabilities between these two cell types.
Therefore, the culture conditions provided are not only an adequate
tool to study EPC but also a source of endothelial cells from
adults.

The agreement on EPC definition (CD34*KDR* phenotype) repre-
sents the best compromise in terms of detection accuracy, biological
meaning and clinical usefulness [28], as well as the development of
standardized procedures for EPG isolation and culture opens the use
of EPC for clinical application.

In summary, we presented a standard protocol for EPC isolation
and culture from human peripheral blood. Additional in vivo testing of
the isolated EPC following our procedure must be performed to fully
characterize the possible potential of this cell population for cell ther-
apy use and regenerative medicine.
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Figure 81 Phenotypic characterization of cells isolated from citrate
tube collected blood. Bright field images of cell cultures (A) x40 and
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(B) %200 magnification. Fluorescence microscopy of Dil-Ac-LDL
uptake (C), FITC-UEA-1 binding (D), DAPI nuclei staining (E) and
merged images (F) are shown. Cells were incubated with 2 pug/ml of
Ac-LDL for 1 hr, fixed with 4% paraformaldehyde and then incubated
with 10 pg/ml FITC-Ulex-lectin. Counterstaining was achieved by
1 ng/ml DAPI staining. Scale bar represents 100 pm (original magni-
fication for fluorescence microscopy images: x200).

Figure S2 Influence of processing time on the success of
EPC cultures. Blood samples were divided into two sets. One
was processed within 2 hrs and the other 24 hrs after with-
drawal. The success of EPC culture was expressed as the

J. Cell. Mol. Med. Vol 17, No 11, 2013

percentage of EPC cultures obtained (*P < 0.05 by Chi-squared
test; n = 10).

Figure S3 MNC culture and EPC isolation. Representative
images of EPC cultures. (A) MNC after seeding. After 24 hrs of
incubation, non-adhered cells were removed and attached cells
(B) were further cultivated. On day 15 of culture, first EPC colo-
nies appeared (C). EPC colonies were cultured for 7 days or
until they reached confluence (D). All the pictures above shown
were taken at x 100 magnification.

Table $1 Characteristics of healthy individuals.
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