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Las	
   células	
   endoteliales	
   (CE)	
   recubren	
   el	
   interior	
   de	
   los	
   vasos	
  

sanguíneos	
   constituyendo	
   el	
   endotelio,	
   actualmente	
   considerado	
   un	
  

órgano	
  muy	
   activo	
   e	
   implicado	
   en	
   la	
   regulación	
   del	
   tono	
   vascular,	
   el	
  

tráfico	
   de	
   células	
   sanguíneas,	
   el	
   equilibrio	
   hemostático,	
   la	
  

permeabilidad,	
   la	
   proliferación,	
   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	
   progresión	
   de	
   enfermedades	
  

cardiovasculares.	
  Hoy	
  en	
  día,	
  las	
  enfermedades	
  cardiovasculares	
  son	
  la	
  

principal	
   causa	
   de	
  muerte	
   en	
   todo	
   el	
  mundo,	
   y	
   la	
  manifestación	
  más	
  

temida	
  es	
  el	
  síndrome	
  coronario	
  agudo.	
  Éste	
  tiene	
  lugar	
  cuando	
  el	
  flujo	
  

sanguíneo	
   coronario	
   es	
   interrumpido,	
   secundario	
   a	
   la	
   ruptura	
  de	
  una	
  

placa	
  aterosclerótica.	
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En	
  1997,	
  el	
  descubrimiento	
  de	
  las	
  células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  

(CPE)	
  supuso	
  un	
  cambio	
  en	
  el	
  paradigma	
  de	
  la	
  reparación	
  vascular.	
  Por	
  

primera	
   vez,	
   se	
  describió	
  un	
  mecanismo	
  alternativo	
   a	
   la	
   angiogénesis	
  

para	
   el	
   mantenimiento	
   y	
   reparación	
   del	
   endotelio,	
   contrarrestar	
   las	
  

lesiones	
  endoteliales,	
  reemplazar	
  el	
  endotelio	
  no	
  funcional	
  y	
  potenciar	
  

la	
  reparación	
  tisular	
  tras	
  una	
  lesión	
  vascular	
  isquémica.	
  El	
  proceso	
  por	
  

el	
  cual	
  las	
  CPE	
  contribuyen	
  a	
  la	
  formación	
  de	
  nuevos	
  vasos	
  sanguíneos	
  

es	
  conocida	
  como	
  vasculogenesis	
  postnatal	
  y	
  tiene	
  lugar	
  a	
  través	
  de	
  4	
  

etapas	
   diferentes:	
   movilización,	
   emplazamiento,	
   invasión	
   y	
  

diferenciación.	
  	
  

	
  

La	
  mayoría	
   de	
   estudios	
   han	
   centrado	
   su	
   atención	
   en	
   la	
   definición	
  

molecular	
  y	
  en	
  la	
  determinación	
  cuantitativa	
  de	
  las	
  CPE	
  por	
  citometría	
  

de	
   flujo,	
   atendiendo	
   a	
   la	
   expresión	
   de	
   un	
   marcador	
   progenitor,	
   el	
  

CD34,	
   un	
  marcador	
   endotelial,	
   el	
   KDR	
   y	
   la	
   ausencia	
   de	
   expresión	
   del	
  

marcador	
   panleucocitario	
   CD45.	
   Sin	
   embargo,	
   el	
   análisis	
   de	
  muestras	
  

de	
   sangre	
   por	
   citometría	
   de	
   flujo	
   únicamente	
   aporta	
   información	
  

cuantitativa	
   sobre	
   las	
   CPE	
   y	
   la	
   expresión	
   de	
   un	
   número	
   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	
   información	
   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	
  días,	
  dan	
  lugar	
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a	
   células	
  mieloides	
   con	
  características	
  hematopoyéticas	
  que	
  expresan	
  

los	
  marcadores	
   CD14,	
   CD11b	
   y	
   CD45.	
   Los	
   protocolos	
   con	
   tiempos	
   de	
  

cultivo	
   largo,	
   >14	
   días,	
   dan	
   lugar	
   a	
   células	
   con	
   un	
   fenotipo	
   más	
  

endotelial,	
   una	
   capacidad	
   proliferativa	
   mayor	
   y	
   capaces	
   de	
  

diferenciarse	
   a	
   CE	
   maduras.	
   Las	
   CPE	
   obtenidas	
   bajo	
   diferentes	
  

condiciones	
   pueden	
   mostrar	
   pequeñas	
   o	
   grandes	
   diferencias	
   en	
   su	
  

fenotipo	
   y	
   función	
   biológica.	
   Por	
   este	
   motivo,	
   es	
   necesaria	
   una	
  

comparación	
   sistemática	
   de	
   las	
   condiciones	
   de	
   cultivo	
  más	
   utilizadas	
  

con	
  el	
  fin	
  de	
  establecer	
  un	
  protocolo	
  consenso.	
  	
  

	
  

La	
   importancia	
   biológica	
   de	
   las	
   CPE	
   ha	
   sido	
   demostrada	
   en	
  

numerosos	
   estudios	
   que	
   describen	
   su	
   participación	
   en	
   procesos	
   de	
  

vasculogenesis	
   postnatal,	
   tanto	
   en	
   condiciones	
   fisiológicas	
   como	
   en	
  

condiciones	
  patológicas	
   como	
   la	
   isquemia	
  miocárdica	
  y	
  periférica	
   y	
   la	
  

aterosclerosis.	
  El	
  número	
  de	
  CPE	
  está	
  reducido	
  en	
  muestras	
  de	
  sangre	
  

de	
   sujetos	
   que	
   presentan	
   algún	
   factor	
   de	
   riesgo	
   cardiovascular	
   y/o	
  

aterosclerosis.	
  La	
  reducción	
  de	
   los	
  niveles	
  de	
  CPE,	
  acompañada	
  de	
  un	
  

incremento	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   células	
   endoteliales	
   circulantes	
   (CEC),	
  

marcador	
   de	
   la	
   existencia	
   y	
   severidad	
   de	
   una	
   lesión	
   vascular,	
   son	
  

actualmente	
   considerados	
   marcadores	
   de	
   daño	
   vascular.	
   Además,	
   la	
  

reducción	
   del	
   número	
   de	
   CPE	
   ha	
   demostrado	
   ser	
   un	
   predictor	
   de	
  

futuros	
  eventos	
  cardiovasculares.	
  De	
  la	
  misma	
  manera,	
  los	
  factores	
  de	
  

riesgo	
  cardiovascular	
  y	
  diferentes	
  patologías	
  como	
  las	
  cardiovasculares	
  

pueden	
  afectar	
  las	
  capacidades	
  funcionales	
  de	
  las	
  CPE.	
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Las	
   micropartículas	
   (MP)	
   son	
   pequeñas	
   vesículas	
   liberadas	
   por	
   la	
  

membrana	
  plasmática	
  de	
  células	
  activadas	
  o	
  apoptóticas.	
  Presentan	
  un	
  

diámetro	
  comprendido	
  entre	
  0.1	
  y	
  1	
  µm	
  y	
  son	
  heterogéneas	
  en	
  cuanto	
  

a	
   su	
   composición.	
   Las	
   MP	
   representan	
   un	
   nuevo	
   mecanismo	
   de	
  

comunicación	
   intercelular	
   y	
   actúan	
   como	
   vectores	
   transportando	
  

diferentes	
  mensajes	
   biológicos	
   que	
   participan	
   en	
   la	
   patofisiología	
   de,	
  

principalmente,	
  enfermedades	
  cardiovasculares.	
  Sin	
  embargo,	
  debido	
  a	
  

la	
   capacidad	
   de	
   las	
   MP	
   de	
   transportar	
   diferentes	
   moléculas	
   como	
  

citoquinas,	
   quimioquinas,	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   y	
   ácidos	
   nucleicos	
  

exógenos,	
  éstas	
  pueden	
  ser	
  herramientas	
  terapéuticas	
  potencialmente	
  

útiles	
  para	
  el	
  tratamiento	
  de	
  diferentes	
  condiciones	
  patológicas.	
  	
  

	
  

Las	
   MP	
   generadas	
   por	
   linfocitos	
   T	
   bajo	
   condiciones	
   mitógenas	
  

contienen	
   el	
   morfogen	
   Sonic	
   Hedgehog	
   (Shh)	
   (MPShh+).	
   Se	
   ha	
  

demostrado	
  que	
  las	
  MPShh+	
  tienen	
  un	
  efecto	
  beneficioso	
  en	
  el	
  modelo	
  

de	
   isquemia	
   animal	
   y	
   en	
   CE	
   de	
   origen	
   humano	
   en	
   cultivo,	
  

restableciendo	
   la	
   lesión	
  endotelial	
  y	
   favoreciendo	
   la	
  angiogénesis.	
   Las	
  

MPShh+	
  son	
  también	
  capaces	
  de	
   inducir,	
  en	
  CE,	
   la	
  producción	
  de	
  óxido	
  

nítrico	
  (NO)	
  y	
  reducir	
   las	
  especies	
  reactivas	
  del	
  oxígeno,	
  reforzando	
  el	
  

efecto	
  beneficioso	
  sobre	
  el	
  sistema	
  cardiovascular.	
  	
  

	
  

Uno	
  de	
  los	
  objetivos	
  de	
  esta	
  tesis	
  es	
  el	
  de	
  establecer	
  las	
  condiciones	
  

óptimas	
   para	
   el	
   aislamiento	
   y	
   cultivo	
   de	
   CPE	
   a	
   partir	
   de	
  muestras	
   de	
  

sangre	
  periférica	
  humana	
  y	
  determinar	
  las	
  características	
  morfológicas,	
  

fenotípicas	
   y	
   funcionales	
   de	
   las	
   CPE	
   obtenidas	
   utilizando	
   dichas	
  

condiciones.	
  Otro	
  objetivo	
  de	
  esta	
  tesis	
  es	
  el	
  de	
  analizar	
  la	
  movilización	
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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	
   evolución	
  

clínica.	
   El	
   último	
   objetivo	
   es	
   el	
   de	
   determinar	
   el	
   efecto	
   de	
   las	
  MPShh+	
  

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

	
  

Para	
   la	
  determinación	
  de	
   las	
  condiciones	
  óptimas	
  de	
  aislamiento	
  y	
  

cultivo	
  de	
  CPE	
  se	
  utilizaron	
  muestras	
  de	
  sangre	
  periférica	
  de	
  50	
  sujetos	
  

sanos	
   obtenidas	
   en	
   el	
   Servicio	
   de	
   Cardiología	
   del	
   Hospital	
   Clínico	
  

Universitario	
   de	
   la	
   Universidad	
   de	
   Valencia.	
   En	
   primer	
   lugar	
   se	
  

determinaron	
  las	
  condiciones	
  óptimas	
  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	
  óptimas,	
  se	
  evaluó	
  a	
  través	
  de	
  

los	
   parámetros	
   de	
   adhesión,	
   crecimiento,	
   proliferación	
   y	
  

vasculogenesis	
   celular	
   y	
   se	
   comparó	
   con	
   las	
   células	
   endoteliales	
   de	
  

vena	
  de	
  cordón	
  umbilical	
  (HUVEC),	
  la	
  referencia	
  estándar	
  para	
  cultivos	
  

de	
  CE.	
  	
  

	
  

Nuestros	
   resultados	
  pusieron	
  de	
  manifiesto	
  que	
  para	
   la	
   obtención	
  

de	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   con	
   un	
   comportamiento	
   funcional	
   óptimo	
   es	
  

necesario	
  controlar	
  una	
  serie	
  de	
  parámetros	
  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	
  

mínimo	
  de	
  30	
  mL;	
  (iii)	
  y	
  con	
  un	
  tiempo	
  de	
  procesado	
  inferior	
  a	
  2	
  horas	
  



Resumen/Summary 
 

 

tras	
  su	
  obtención;	
  (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%.	
   Además,	
   las	
   CPE	
   aisladas	
   bajo	
   las	
   condiciones	
  

óptimas	
   mostraron	
   unas	
   características	
   morfológicas,	
   fenotípicas	
   y	
  

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

	
  

La	
   movilización	
   de	
   las	
   CEC	
   y	
   las	
   CPE	
   se	
   estudió	
   en	
   muestras	
   de	
  

sangre	
  periférica	
  en	
  50	
  sujetos	
  sanos	
  y	
  50	
  pacientes	
  con	
  infarto	
  agudo	
  

de	
  miocardio	
   (IAM)	
  durante	
  6	
  meses	
  de	
  evolución	
   clínica,	
   todos	
  ellos	
  

reclutados	
  por	
  el	
  Hospital	
  Clínico	
  Universitario	
  de	
  Valencia.	
   El	
   criterio	
  

para	
  la	
  inclusión	
  de	
  los	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  fue:	
  edad	
  ≤	
  75	
  años,	
  primer	
  

episodio	
   de	
   IAM	
   y	
   la	
   presencia	
   de	
   uno	
   o	
   mas	
   de	
   los	
   factores	
  

tradicionales	
  de	
  riesgo	
  cardiovascular.	
  Las	
  CEC	
  y	
   las	
  CPE	
  se	
  definieron	
  

por	
   citometría	
   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	
   día	
   del	
   infarto,	
   y	
   que	
   estos	
   niveles	
  

elevados	
   se	
   mantenían	
   sin	
   cambios	
   durante	
   6	
   meses	
   de	
   evolución	
  

clínica,	
   revelando	
   la	
   existencia	
   de	
   daño	
   vascular.	
   Por	
   otra	
   parte	
   en	
  

pacientes	
   con	
   IAM,	
   comparado	
   con	
   niveles	
   encontrados	
   en	
   sujetos	
  

sanos,	
   la	
   CPE	
   aumentaron	
  3	
   veces	
   el	
   día	
   del	
   infarto,	
   6	
   veces	
   a	
   los	
   30	
  

días	
  del	
  infarto	
  que	
  se	
  redujeron	
  con	
  6	
  meses	
  de	
  evolución	
  clínica.	
  Este	
  

hecho	
   indica	
   la	
   activación	
  de	
  un	
  mecanismo	
  de	
   reparación	
   endotelial	
  

en	
  etapas	
  tempranas	
  del	
  IAM	
  que	
  es	
  atenuado	
  después	
  de	
  6	
  meses	
  de	
  

evolución	
  clínica.	
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La	
  capacidad	
  funcional	
  de	
  las	
  CPE	
  se	
  determinó	
  en	
  10	
  sujetos	
  sanos	
  

y	
   10	
   pacientes	
   con	
   IAM,	
   un	
   subconjunto	
   de	
   la	
   muestra	
   de	
   estudio	
  

anteriormente	
  mencionada.	
   Los	
  parámetros	
   funcionales	
   se	
   analizaron	
  

en	
   cultivos	
   de	
   CPE,	
   aislados	
   utilizando	
   las	
   condiciones	
   óptimas	
  

determinadas	
   en	
   la	
   primera	
   parte	
   de	
   esta	
   tesis,	
   en	
   términos	
   de	
  

adhesión,	
  crecimiento,	
  proliferación	
  y	
  vasculogenesis	
  celular.	
  	
  

	
  

Los	
   resultados	
   obtenidos	
   revelaron	
   una	
  modificación	
   funcional	
   de	
  

las	
  CPE	
  de	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  durante	
  6	
  meses	
  de	
  evolución	
  clínica.	
  La	
  

capacidad	
  de	
  adhesión	
  de	
  las	
  CPE	
  de	
  los	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  aumentó	
  el	
  

día	
  del	
   infarto,	
   alcanzó	
  valores	
  máximos	
  a	
   los	
  30	
  días	
  del	
   infarto	
  y	
   se	
  

reestableció	
   a	
   niveles	
   encontrados	
   en	
   sujetos	
   sanos	
   tras	
   6	
  meses	
   de	
  

evolución	
   clínica.	
   A	
   nivel	
   proteico,	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   las	
  

integrinas	
   α5	
   and	
   αv	
   siguieron	
   un	
   patrón	
   similar	
   al	
   que	
   seguía	
   la	
  

capacidad	
   de	
   adhesión	
   de	
   las	
   CPE	
   en	
   la	
   evolución	
   del	
   IAM.	
   Sin	
  

embargo,	
   las	
   capacidades	
   de	
   crecimiento,	
   proliferación	
   y	
  

vasculogenesis	
  de	
   las	
  CPE	
  de	
  pacientes	
   con	
   infarto	
  estaban	
   reducidas	
  

en	
   las	
   fases	
   agudas	
   del	
   IAM	
   y	
   se	
   restablecieron	
   a	
   los	
   valores	
  

encontrados	
  en	
  sujetos	
  sanos	
  a	
  los	
  6	
  meses	
  de	
  evolución	
  clínica.	
  	
  

	
  

El	
  efecto	
  de	
  las	
  MPShh+	
  en	
  la	
  función	
  celular	
  de	
  las	
  CPE	
  se	
  determinó	
  

en	
   5	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   aislados	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre	
   periférica	
   de	
  	
  

sujetos	
   sanos.	
   En	
   primer	
   lugar,	
   las	
   CPE	
   se	
   trataron	
   con	
   MPShh+	
   (10	
  

µg/mL	
  )	
  durante	
  24h	
  y,	
  a	
  continuación,	
  se	
  estudió	
  la	
  expresión	
  génica,	
  

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

reorganización	
   del	
   esqueleto	
   de	
   actina,	
   tanto	
   en	
   presencia	
   como	
   en	
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ausencia	
  de	
  inhibidores	
  específicos	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  de	
  Sonic	
  

Hedgehog.	
  	
  

	
  

Las	
  MPShh+	
   incrementaron	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
   genes	
   PTCH1,	
   SMO,	
  

GLI1,	
  VEGFA,	
  KDR,	
  NOS3	
  y	
  KLF2.	
  El	
  tratamiento	
  con	
  MPShh+	
  incrementó	
  

la	
   expresión	
   proteica	
   y	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   eNOS,	
   aumentando	
  

consequentemente	
  la	
  producción	
  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	
   último,	
   las	
   MPShh+	
   indujeron	
   la	
  

reorganización	
  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	
   morfología,	
   fenotipo	
   y	
   comportamiento	
   funcional	
  

endotelial.	
   Nuestros	
   resultados	
   sugieren	
   la	
   existencia	
   de	
   una	
   lesión	
  

endotelial	
   tras	
   el	
   infarto,	
   acompañada	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   los	
  

mecanismos	
  de	
  reparación	
  endotelial,	
  principalmente	
  mediado	
  por	
  las	
  

CPE,	
  en	
  las	
  fases	
  iniciales	
  después	
  de	
  un	
  evento	
  isquémico.	
  Además,	
  las	
  

CPE	
   sufren	
   un	
   cambio	
   en	
   su	
   comportamiento	
   funcional	
   durante	
   la	
  

evolución	
   clínica	
   del	
   IAM,	
   con	
   un	
   predominio	
   de	
   la	
   capacidad	
   de	
  

adhesión	
  en	
  las	
  fases	
   iniciales	
  que	
  es	
  atenuada	
  en	
  fases	
  más	
  tardías	
  a	
  

favor	
  de	
  las	
  capacidades	
  de	
  crecimiento,	
  proliferación	
  y	
  vasculogénicas.	
  

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

producción	
  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	
  µm	
   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+).	
  MPShh+	
  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	
  

favor	
   angiogenesis.	
   MPShh+	
   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	
  

to	
   determine	
   the	
   effect	
   of	
   MPShh+	
   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	
   Clínico	
   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,	
  



Resumen/Summary 

 

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	
  a	
  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	
   Clínico	
   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	
  α5	
  and	
  αv	
   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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The	
   effect	
   of	
  MPShh+	
   on	
   EPC	
   cell	
   function	
  was	
   determined	
   on	
   EPC	
  

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

treated	
   with	
   MPShh+	
   (10	
   µg/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	
   MPShh+	
   increased	
   PTCH1,	
   SMO,	
   GLI1,	
   VEGFA,	
   KDR,	
  

NOS3	
   y	
   KLF2	
   gene	
   expression.	
   MPShh+	
   treatment	
   increased	
   eNOS	
  

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,	
   MPShh+	
  

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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vasculogenic	
  capacities.	
  MPShh+	
  can	
  represent	
  a	
  novel	
   therapeutic	
   tool	
  

for	
  treating	
  ischemic	
  diseases	
  as	
  they	
  improve	
  EPC	
  NO	
  production	
  and	
  

vasculogenic	
  capacity.	
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1.1 Endotelio	
  y	
  función	
  endotelial	
  
El	
   interior	
   de	
   los	
   vasos	
   sanguíneos	
   y	
   linfáticos	
   está	
   recubierto	
   por	
  

una	
   monocapa	
   de	
   células	
   endoteliales	
   (CE)	
   que	
   conforman	
   el	
  

endotelio.	
   El	
   endotelio	
   es	
   considerado	
   un	
   órgano	
   activamente	
  

implicado	
  en	
   funciones	
   vitales	
   del	
   sistema	
   cardiovascular	
   (Aird,	
   2007;	
  

Eckers	
  and	
  Haendeler,	
  2015).	
  Las	
  CE	
  realizan	
  funciones	
  homeostáticas	
  

clave	
  como	
  mantener	
   la	
  sangre	
  en	
  estado	
  fluido	
  (hemostasis),	
   regular	
  

el	
  flujo	
  sanguíneo	
  (tono	
  vascular),	
  regular	
  el	
  intercambio	
  de	
  sustancias	
  

con	
  los	
  tejidos	
  (permeabilidad	
  vascular)	
  y	
  regular	
   la	
  respuesta	
   inmune	
  

(tráfico	
   leucocitario	
   e	
   inflamación).	
   El	
   endotelio	
   sano	
   ejerce	
   acciones	
  

antiinflamatorias,	
   antitrombóticas,	
   anticoagulantes	
   vasodilatadoras	
  

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

	
  

La	
  integridad	
  endotelial	
  es	
  necesaria	
  para	
  el	
  funcionamiento	
  normal	
  

de	
   los	
   vasos	
   sanguíneos	
   y	
   para	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   un	
   estado	
   no	
  

trombótico.	
   Sin	
   embargo,	
   esta	
   integridad	
   puede	
   verse	
   comprometida	
  

debido	
   a	
   una	
   lesión	
   mecánica	
   o	
   a	
   diferentes	
   estados	
   patológicos	
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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	
  coágulos	
  sanguíneos	
  cuando	
  la	
  integridad	
  vascular	
  

ha	
  sido	
  restablecida.	
  

	
  

	
  

Para	
   realizar	
   sus	
   funciones,	
   las	
   CE	
   sintetizan	
   diferentes	
   sustancias	
  

reguladoras.	
   Entre	
   las	
   sustancias	
   anticoagulantes	
   encontramos	
   el	
  

inhibidor	
  de	
  la	
  ruta	
  del	
  factor	
  tisular,	
  el	
  heparán,	
  la	
  trombomodulina,	
  el	
  

receptor	
  endotelial	
  para	
  la	
  proteína	
  C,	
  la	
  prostaciclina	
  y	
  el	
  óxido	
  nítrico	
  

(NO).	
   Como	
   sustancias	
   procoagulantes	
   las	
   CE	
   sintetizan	
   y	
   liberan	
   el	
  

factor	
   de	
   von	
   Willebrand	
   (vWF),	
   el	
   factor	
   tisular	
   y	
   el	
   inhibidor	
   del	
  

activador	
  del	
  plasminógeno	
  (Aird,	
  2007).	
  	
  

	
  

Figura	
   1.	
   Función	
   endotelial.	
   El	
   endotelio	
   sano	
   ejerce	
   acciones	
   antiinflamatorias,	
  
antitrombóticos,	
   anticoagulantes	
   y	
   profibrinolíticas,	
   antihipertensivas	
   y	
  
vasodilatadoras.	
  Imagen	
  tomada	
  de	
  Landmesser	
  et	
  al.,	
  2004.	
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El	
  endotelio	
  es	
  también	
  capaz	
  de	
  regular	
  el	
  tono	
  vascular	
  mediante	
  

la	
   liberación	
  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	
   A2,	
   la	
  

endotelina-­‐1,	
   la	
  prostaglandina	
  H2,	
   la	
  angiotensina	
   II	
  y	
  radicales	
   libres	
  

como	
  el	
  anión	
  superóxido	
  O2
-­‐	
  (Figura	
  2)	
  (Grosser	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

	
  

El	
   NO	
   es	
   sintetizado	
   por	
   las	
   CE	
   fundamentalamente	
   por	
   la	
   acción	
  

enzimática	
  de	
   la	
  óxido	
  nítrico	
  sintasa	
  endotelial	
   (eNOS)	
  que	
  convierte	
  

el	
  aminoácido	
  L-­‐Arginina	
  en	
  citrulina	
  y	
  NO.	
  El	
  NO	
  producido	
  por	
  las	
  CE	
  

es	
   capaz	
   de	
   relajar	
   a	
   las	
   células	
   del	
   músculo	
   liso	
   presentes	
   en	
   las	
  

paredes	
   vasculares	
   mediante	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   guanilato	
   ciclasa	
  

soluble	
   que	
   genera	
   GMP	
   cíclico	
   y	
   activa	
   a	
   la	
   proteína	
   quinasa	
   G.	
  

Además	
  el	
  NO	
  tiene	
  un	
  efecto	
  anticoagulante	
  e	
   inhibe	
  la	
  proliferación	
  

de	
   las	
   células	
   del	
  músculo	
   liso	
   (Deanfield	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Grosser	
   et	
   al.,	
  

2006).	
  

	
  

Figura	
  2.	
  Tono	
  vascular.	
  Sustancias	
  vasoactivas	
  producidas	
  y	
  liberadas	
  por	
  las	
  CE	
  para	
  la	
  
regulación	
  del	
  tono	
  vascular.	
  Imagen	
  tomada	
  de	
  Grosser	
  et	
  al.,	
  2006.	
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Las	
   CE	
   también	
   producen	
   sustancias	
   vasoconstrictoras	
   como	
   la	
  

endotelina-­‐1,	
  los	
  prostanoides	
  vasoconstrictores	
  y	
  la	
  angiotensina	
  II.	
  El	
  

equilibrio	
   entre	
   sustancias	
   vasodilatadoras	
   y	
   vasoconstrictoras	
   esta	
  

finamente	
   regulado	
   por	
   las	
   CE,	
   que	
   deben	
   integrar	
   y	
   coordinar	
  

numerosas	
  señales	
  para	
  modular	
  el	
  flujo	
  sanguíneo.	
  

	
  

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	
  función	
  

del	
   mismo.	
   La	
   lesión	
   endotelial	
   es	
   un	
   componente	
   crítico	
   para	
   el	
  

desarrollo	
   de	
   la	
   enfermedad	
   aterosclerótica	
   que	
   puede	
   culminar	
  

finalmente	
  en	
  algún	
  tipo	
  de	
  evento	
  cardiovascular	
  (Khakoo	
  and	
  Finkel,	
  

2005).	
   Además,	
   muchos	
   factores	
   de	
   riesgo	
   cardiovascular	
   como	
   la	
  

hipercolesterolemia,	
   la	
  hiperglucemia,	
   la	
  hipertensión	
  y	
  el	
  tabaquismo	
  

pueden	
   inducir	
   daño	
   en	
   las	
   CE	
   y	
   comprometer	
   la	
   integridad	
   del	
  

endotelio.	
  	
  

	
  

El	
   mantenimiento	
   de	
   la	
   integridad	
   endotelial	
   se	
   creía	
   que	
   se	
  

producía	
  únicamente	
  a	
   través	
  de	
   la	
  división	
  y	
  migración	
   lateral	
  de	
  CE	
  

residentes,	
   adyacentes	
   a	
   la	
   zona	
   donde	
   se	
   había	
   producido	
   la	
   lesión	
  

endotelial.	
  Sin	
  embargo,	
  recientemente	
  se	
  ha	
  demostrado	
  la	
  existencia	
  

de	
   un	
   tipo	
   celular	
   derivado	
   de	
   la	
   médula	
   ósea	
   con	
   capacidad	
   de	
  

regeneración	
  vascular	
  que	
  estaría	
  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	
   fisiológica	
   como	
   patológicamente	
   (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	
   ósea	
   en	
   el	
   adulto	
   cambió	
   la	
   visión	
   de	
   la	
  

regeneración	
   vascular	
   (Asahara	
   et	
   al.,	
   1997).	
   Desde	
   entonces	
   se	
   han	
  

publicado	
  numerosos	
  artículos	
  que	
  describen	
  la	
  implicación	
  de	
  las	
  CPE	
  

en	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   la	
   integridad	
   endotelial	
   en	
   el	
   estado	
  

fisiológico,	
   en	
   la	
   regeneración	
   endotelial	
   en	
   enfermedades	
  

cardiovasculares	
  (Grisar	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Shantsila	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Williams	
  and	
  

Silva,	
   2015)	
   y	
   en	
   la	
   vascularización	
   tumoral	
   en	
   diferentes	
   tipos	
   de	
  

cáncer	
  (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	
  ósea	
  como	
  origen	
  

de	
  las	
  CPE.	
  Este	
  hecho	
  ha	
  sido	
  corroborado	
  por	
  numerosos	
  estudios	
  

en	
  modelos	
   animales	
   de	
   trasplante	
   de	
  médula	
   ósea,	
   donde	
   se	
   ha	
  

demostrado	
   la	
   incorporación	
   de	
   las	
   CPE	
   derivadas	
   de	
   la	
   médula	
  

ósea	
   en	
   diferentes	
   sitios	
   de	
   neovascularización	
   fisiológica	
  

(formación	
   del	
   endometrio)	
   y	
   patológica	
   (crecimiento	
   tumoral	
   y	
  

procesos	
   isquémicos)	
   (Kawamoto	
   and	
   Asahara,	
   2007).	
   Estos	
  

hallazgos	
   sugieren	
  que	
  una	
  de	
   las	
   fuentes	
  principales	
  de	
  CPE	
  es	
   la	
  

médula	
  ósea,	
  aunque	
  no	
  la	
  única.	
  Otros	
  autores	
  han	
  aislado	
  células	
  

madre	
   a	
   partir	
   de	
   muestras	
   de	
   corazón	
   con	
   capacidad	
   de	
  

diferenciarse	
  hacia	
  un	
  linaje	
  endotelial	
  (Beltrami	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Psaltis	
  

and	
  Simari,	
  2015).	
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1.2.2 Movilización	
   y	
   emplazamiento	
   de	
   las	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  

Para	
  que	
   las	
  CPE	
  derivadas	
  de	
   la	
  médula	
  ósea	
  puedan	
  participar	
  

en	
   la	
   reparación	
   endotelial	
   tienen	
   que	
   responder	
   a	
   diferentes	
  

señales	
  que	
  permitan	
  su	
  movilización	
  desde	
  la	
  médula	
  ósea	
  hacia	
  el	
  

torrente	
  sanguíneo.	
  	
  

	
  

De	
  entre	
  los	
  muchos	
  factores	
  que	
  afectan	
  a	
  la	
  movilización	
  de	
  las	
  

CPE,	
  quizá	
  el	
  más	
   importante	
  sea	
  el	
   factor	
  vascular	
  de	
  crecimiento	
  

endotelial	
   (VEGF)	
   (Asahara	
   and	
  Kawamoto,	
   2004).	
   Son	
  muchos	
   los	
  

trabajos	
  publicados	
  que	
  describen	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  movilización	
  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	
   oxígeno	
   en	
   algún	
   tejido,	
   se	
   crea	
   un	
   ambiente	
   hipóxico	
  

que	
  estimula	
  la	
  expresión	
  del	
  VEGF,	
  principalmente	
  debido	
  al	
  efecto	
  

del	
   factor	
   inducible	
  por	
  hipoxia-­‐1	
   (HIF-­‐1)	
   sobre	
   la	
   transcripción	
  del	
  

VEGF.	
  En	
  estudios	
  con	
  animales	
  se	
  observó	
  una	
  rápida	
  movilización	
  

de	
   las	
   CPE	
   hacia	
   el	
   torrente	
   sanguíneo	
   tras	
   la	
   administración	
   de	
  

VEGF	
  exógeno	
   (Asahara	
  et	
   al.,	
   1999).	
   En	
  otro	
   estudio	
   realizado	
  en	
  

pacientes	
   que	
   habían	
   sufrido	
   trauma	
   vascular	
   en	
   forma	
   de	
  

quemaduras	
  severas	
  se	
  observó	
  un	
  aumento	
  en	
  el	
  número	
  de	
  CPE	
  

de	
   hasta	
   50	
   veces	
   a	
   las	
   12	
   horas	
   tras	
   haberse	
   producido	
   la	
   lesión	
  

que	
   se	
   normalizó	
   a	
   las	
   72	
   horas.	
   En	
   estos	
   pacientes,	
   la	
   cinética	
  

mostrada	
  por	
   las	
  CPE	
  mimetizaba	
   los	
  niveles	
  de	
  VEFG	
  encontrados	
  

en	
  el	
  plasma	
  sanguíneo	
  (Gill	
  et	
  al.,	
  2001).	
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Otra	
   citoquina	
   implicada	
   en	
   la	
  movilización	
   de	
   CPE	
   es	
   el	
   factor	
  

estimulante	
   de	
   colonias	
   de	
   granulocitos	
   (G-­‐CSF),	
   comúnmente	
  

utilizado	
   en	
   clínica	
   para	
   la	
   recolección	
   de	
   células	
   madre	
  

hematopoyéticas	
   CD34+	
   a	
   partir	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre	
   de	
  

pacientes	
  que	
  va	
  a	
  recibir	
  un	
  trasplante	
  de	
  médula	
  ósea.	
  El	
  G-­‐CSF	
  

estimula	
   la	
   movilización	
   de	
   las	
   CPE	
   desde	
   la	
   médula	
   ósea,	
   la	
  

incorporación	
   en	
   sitios	
   de	
   neovascularización	
   in	
   vivo,	
   y	
   la	
  

proliferación	
  y	
  diferenciación	
  de	
   las	
  CPE	
   in	
   vitro	
   (Takahashi	
  et	
   al.,	
  

1999).	
  Recientemente,	
  la	
  estrategia	
  terapéutica	
  de	
  movilización	
  de	
  

las	
   CPE	
   ha	
   implicado	
   no	
   sólo	
   a	
   estimulantes	
   hematopoyéticos	
  

naturales	
  sino	
  también	
  a	
  medicamentos	
  ampliamente	
  utilizados	
  en	
  

clínica.	
   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	
  vascularización	
  postnatal	
  a	
  través	
  de	
  un	
  aumento	
  en	
  

la	
   movilización	
   de	
   las	
   CPE	
   desde	
   la	
   médula	
   ósea	
   de	
   manera	
   Akt	
  

dependiente	
  (Aicher	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Vasa	
  et	
  al.,	
  2001)	
  (Figura	
  4A).	
  	
  

	
  

Figura	
   3.	
   Movilización	
   de	
   las	
   CPE	
   en	
   respuesta	
   a	
   diferentes	
  
factores	
   de	
   crecimiento.	
   Imagen	
   tomada	
   de	
   Asahara	
   and	
  
Kawamoto,	
  2004.	
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Sin	
   embargo,	
   la	
   movilización	
   de	
   las	
   CPE	
   desde	
   la	
   médula	
   ósea	
  

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	
  ósea.	
  La	
  movilización	
  

de	
   CPE	
   en	
   respuesta	
   a	
   VEGF	
   estaría	
   regulada	
   a	
   través	
   de	
   un	
  

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

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

A

B"

Figura	
  4.	
  Movilización	
  y	
  emplazamiento	
  de	
   las	
  CPE.	
   (A)	
  Factores	
  de	
  
crecimiento,	
   quimioquinas	
   y	
   otras	
   molécula	
   implicadas	
   en	
   la	
  
movilización	
  y	
  emplazamiento	
  de	
  las	
  CPE.	
  (B)	
  Integrinas	
  implicadas	
  en	
  
la	
   movilización	
   y	
   emplazamiento	
   de	
   las	
   CPE.	
   Imagen	
   tomada	
   de	
  
Caiado	
  and	
  Dias,	
  2012.	
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integrinas,	
   especialmente,	
   las	
   integrina	
   α4	
   y	
   β3.	
   En	
   animales,	
   la	
  

administración	
  de	
  anti-­‐integrina	
  α4	
   incrementa	
   la	
  movilización	
  de	
  

CPE,	
   sugiriendo	
   un	
   papel	
   fundamental	
   de	
   esta	
   integrina	
   en	
   la	
  

retención	
   de	
   las	
   CPE	
   en	
   la	
  médula	
   ósea	
   (Qin	
   et	
   al.,	
   2006)	
   (Figura	
  

4B).	
  	
  

	
  

Las	
   integrinas	
   son	
   una	
   familia	
   de	
   proteínas	
   de	
   adhesión	
  

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	
  señal	
  regulando	
  procesos	
  como	
  la	
  supervivencia,	
  

proliferación,	
   diferenciación	
   y	
   migración.	
   Cada	
   integrina	
   esta	
  

compuesta	
   por	
   dos	
   subunidades:	
   una	
   subunidad	
   α,	
   de	
  

aproximadamente	
   800	
   aminoácidos,	
   y	
   una	
   subunidad	
   β,	
   de	
   1000	
  

aminoácidos.	
  En	
  vertebrados	
  superiores	
  existen	
  18	
  subunidades	
  α	
  

y	
   8	
   subunidades	
   β	
   que	
   se	
   combinan	
   para	
   formar	
   hasta	
   24	
  

heterodímeros	
  diferentes.	
  La	
  combinación	
  de	
  estas	
  subunidades	
  en	
  

la	
   formación	
   de	
   los	
   heterodímeros	
   es	
   lo	
   que	
   confiere	
   la	
  

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

	
  

Una	
  vez	
  en	
  el	
  torrente	
  sanguíneo,	
  las	
  CPE	
  tiene	
  que	
  ser	
  capaces	
  

de	
  reconocer	
  al	
  endotelio	
  dañado,	
  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	
   investigación	
   en	
   este	
   campo,	
   este	
   mecanismo	
   no	
   se	
  

conoce	
  completamente.	
  El	
   reclutamiento	
  de	
   las	
  CPE	
   requiere	
  una	
  

secuencia	
   de	
   múltiples	
   pasos	
   de	
   adhesión	
   y	
   eventos	
   de	
  

señalización	
   que	
   incluyen	
   la	
   quimioatracción,	
   adhesión,	
  

transmigración	
  y	
  finalmente	
  la	
  diferenciación	
  a	
  CE	
  maduras	
  (Figura	
  

4).	
   Los	
  primeros	
  pasos	
  del	
   emplazamiento	
  de	
   las	
  CPE	
  en	
  el	
   tejido	
  

isquémico	
  requiere	
  de	
  la	
  adhesión	
  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	
   adhesión	
   son	
   las	
  

integrinas	
  α5,	
  αV,	
  β1	
  y	
  β2	
  (Caiado	
  and	
  Dias,	
  2012).	
  

	
  

Cuando	
   las	
   integrinas	
   α5β1	
   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).	
   Además,	
   la	
   integrina	
   α5β1	
   está	
   también	
   implicada	
   en	
  

numerosos	
   procesos	
   celulares	
   como	
   la	
   proliferación,	
   migración	
   y	
  

regulación	
   de	
   la	
   expresión	
   génica.	
   Se	
   ha	
   observado	
   que	
   el	
  

tratamiento	
  con	
  estatinas	
  aumenta	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  α5β1	
  en	
  CPE	
  

aumentando,	
   por	
   lo	
   tanto,	
   la	
   capacidad	
   de	
   las	
   mismas	
   para	
  

adherirse	
   en	
   lugares	
   donde	
   se	
   ha	
   producido	
   una	
   lesión	
   vascular	
  

(Walter	
   et	
   al.,	
   2002).	
   El	
   papel	
   de	
   la	
   integrina	
   α5β1	
   en	
   el	
  

emplazamiento	
   de	
   las	
   CPE	
   se	
   ha	
   demostrado	
   también	
   en	
   un	
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modelo	
   murino	
   de	
   lesión	
   vascular	
   pulmonar	
   (Wary	
   et	
   al.,	
   2009)	
  

(Figura	
  4B).	
  

	
  

La	
  integrina	
  αV,	
  principalmente	
  los	
  heterodímeros	
  αVβ3	
  y	
  αVβ5,	
  

es	
  capaz	
  de	
  unirse	
  a	
  diferentes	
  ligandos	
  entre	
  los	
  que	
  encontramos	
  

la	
   vitronectina,	
   la	
   fibronectina,	
   osteopontina,	
   el	
   fibrinógeno	
   y	
   el	
  

vWF	
  (Hynes,	
  2002).	
  Estas	
  integrinas	
  también	
  juegan	
  un	
  papel	
  muy	
  

importante	
  en	
  el	
  emplazamiento	
  de	
  las	
  CPE	
  en	
  sitios	
  de	
  reparación	
  

vascular.	
   Por	
   ejemplo,	
   en	
   conejos,	
   cuando	
   las	
   integrinas	
   αVβ3	
   y	
  

αVβ5	
   son	
   bloqueadas	
   por	
   péptidos	
   específicos	
   se	
   observa	
   una	
  

disminución	
  en	
  la	
  capacidad	
  de	
  las	
  CPE	
  para	
  reendotelizar	
  arterias	
  

denudadas	
  (Kokubo	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Otro	
  estudio	
  demuestra	
  el	
  papel	
  

fundamental	
  de	
  la	
  integrina	
  αVβ5	
  en	
  la	
  adhesión	
  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	
  lesión	
  endotelial,	
  las	
  CPE	
  invadirán	
  y	
  migrarán	
  hacia	
  el	
  

lugar	
   donde	
   es	
   necesaria	
   la	
   creación	
   de	
   una	
   nueva	
   red	
   vascular.	
  

Allí,	
  se	
  diferenciarán	
  a	
  CE	
  completamente	
  maduras	
  o	
  ejercerán	
  una	
  

función	
   paracrina	
   liberando	
   diferentes	
   citoquinas	
   y	
   factores	
   de	
  

crecimiento	
  que	
  estimulen	
  el	
  proceso	
  de	
  vascularización	
  por	
  parte	
  

de	
  las	
  células	
  locales.	
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1.2.3 Vasculogénesis	
  

La	
   vasculogénesis	
   define	
   la	
   formación	
   de	
   nuevos	
   vasos	
  

sanguíneos	
   a	
   partir	
   de	
   CPE	
   en	
   el	
   embrión	
   o	
   en	
   el	
   adulto	
  

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

	
  

En	
  el	
  embrión,	
  los	
  primeros	
  vasos	
  sanguíneos	
  se	
  originan	
  cuando	
  

las	
   células	
   del	
  mesodermo	
  extraembrionario	
  de	
   la	
   pared	
  del	
   saco	
  

vitelino	
   son	
   reclutadas	
   para	
   formar	
   los	
   islotes	
   sanguíneos.	
   La	
  

proximidad	
   en	
   la	
   que	
   se	
   dan	
   los	
   procesos	
   de	
   diferenciación	
  

hematopoyética	
   y	
   endotelial	
   sugiere	
   la	
   existencia	
   de	
   una	
   célula	
  

precursora	
   mesodérmica	
   bipotencial	
   común,	
   el	
   hemangioblasto	
  

(Choi,	
   2002).	
   El	
   proceso	
   vasculogénico	
   se	
   define,	
   por	
   lo	
   tanto,	
  

como	
  la	
  formación	
  de	
  nuevos	
  vasos	
  sanguíneos	
  a	
  partir	
  de	
  células	
  

progenitoras	
  (angioblastos)	
  en	
  el	
  embrión	
  en	
  desarrollo.	
  	
  

	
  

En	
  contraposición	
  al	
  concepto	
  de	
  vasculogénesis	
  encontramos	
  la	
  

angiogénesis,	
   definida	
   como	
   la	
   formación	
   de	
   nuevos	
   vasos	
  

sanguíneos	
   a	
   partir	
   de	
   otros	
   ya	
   existentes	
   (Potente	
   et	
   al.,	
   2011).	
  

Este	
  proceso	
  ocurre	
  durante	
  el	
  desarrollo	
  del	
  embrión,	
  durante	
  el	
  

crecimiento	
   y	
   en	
   el	
   adulto,	
   principalmente	
   en	
   la	
   cicatrización	
   de	
  

heridas.	
  	
  

	
  

Durante	
  mucho	
  tiempo	
  se	
  ha	
  creído	
  que	
  la	
  neovascularización	
  en	
  

el	
  adulto	
  únicamente	
  se	
  daba	
  a	
  través	
  del	
  proceso	
  angiogénico.	
  Sin	
  

embargo,	
   en	
   1997,	
   el	
   descubrimiento	
   de	
   la	
   existencia	
   de	
   CPE	
  

presentes	
   en	
   la	
   fracción	
   de	
   células	
   mononucleadas	
   (CMN)	
   de	
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sangre	
   periférica	
   de	
   adultos	
   humanos	
   (Asahara	
   et	
   al.,	
   1997)	
  

modificó	
   el	
   paradigma	
   de	
   la	
   regeneración	
   vascular	
   y	
   se	
   acuño	
   el	
  

término	
   vasculogénesis	
   postnatal	
   para	
   definir	
   la	
   formación	
   de	
  

nuevos	
  vasos	
  sanguíneos	
  a	
  partir	
  de	
  CPE	
  procedentes	
  de	
  la	
  médula	
  

ósea	
  en	
  adultos	
  (Figura	
  5).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

En	
  estudios	
  con	
  modelos	
  animales	
  donde	
  las	
  CPE	
  derivadas	
  de	
  la	
  

médula	
  ósea	
  de	
  donante	
  pueden	
  ser	
  distinguidas,	
  se	
  ha	
  observado	
  

que	
   la	
   contribución	
   de	
   las	
   CPE	
   en	
   la	
   formación	
   de	
   nuevos	
   vasos	
  

sanguíneos,	
  en	
  respuesta	
  a	
  la	
  formación	
  del	
  tejido	
  de	
  granulación,	
  

puede	
   oscilar	
   entre	
   un	
   5	
   y	
   un	
   25%	
   de	
   las	
   células	
   implicadas	
  

(Kawamoto	
  and	
  Asahara,	
  2007).	
  

	
  

1.2.4 Definición	
   y	
   caracterización	
   de	
   las	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  

Aunque	
   existen	
   algunos	
   estudios	
   dirigidos	
   hacia	
   su	
  

estandarización,	
   la	
   definición	
   y	
   caracterización	
   de	
   las	
   CPE	
   sigue	
  

siendo	
   una	
   cuestión	
   controvertida	
   (Ingram	
   et	
   al.,	
   2004;	
   Schmidt-­‐

Figura	
  5.	
  Vasculogénesis	
  postnatal.	
  Movilización	
  de	
  las	
  CPE	
  desde	
  la	
  médula	
  
ósea	
  y	
  reclutamiento	
  de	
   las	
  mismas	
  en	
  sitios	
  de	
  nueva	
  generación	
  vascular.	
  
Imagen	
  tomada	
  de	
  Fischer	
  et	
  al.,	
  2006.	
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Lucke	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Principalmente,	
  la	
  caracterización	
  de	
  las	
  CPE	
  se	
  

ha	
   llevado	
  a	
   cabo	
  mediante	
  dos	
   técnicas	
  diferentes:	
   la	
   citometría	
  

de	
  flujo	
  y	
  el	
  cultivo	
  de	
  las	
  CMN	
  procedentes	
  de	
  muestras	
  de	
  sangre	
  

periférica.	
  

	
  

1.2.4.1 Caracterización	
   de	
   las	
   células	
   progenitoras	
  

endoteliales	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo	
  

Muchos	
   investigadores	
  han	
   identificado	
  a	
   las	
  CPE	
  circulantes	
  

mediante	
   citometría	
   de	
   flujo	
   y	
   el	
   uso	
   de	
   anticuerpos	
   dirigidos	
  

contra	
   antígenos	
   intracelulares	
   o	
   de	
   superficie	
   específicos	
   y	
  

atendiendo	
  a	
   la	
  expresión	
  de	
  uno	
  o	
  una	
   combinación	
  de	
  varios	
  

de	
  estos	
  marcadores	
  (Timmermans	
  et	
  al.,	
  2009).	
  La	
  tabla	
  1	
  pone	
  

de	
  manifiesto	
  la	
  falta	
  de	
  consenso	
  en	
  la	
  definición	
  de	
  un	
  fenotipo	
  

específico	
   para	
   las	
   CPE.	
   Este	
   hecho	
   supone	
   una	
   complicación	
  

añadida	
   a	
   la	
   hora	
  de	
   interpretar	
   y	
   comparar	
   los	
   resultados	
   con	
  

los	
   obtenidos	
   por	
   otros	
   investigadores	
   que	
   han	
   utilizado	
   una	
  

combinación	
  diferente	
  de	
  marcadores	
  para	
  definir	
  las	
  CPE.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Tabla	
   1.	
   Diversos	
  
inmunofenotipos	
  
propuestos	
   para	
   las	
  
CPE.	
   Tomada	
   de	
  
Fadini	
  et	
  al.,	
  2008.	
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De	
   acuerdo	
   con	
   el	
   término	
   de	
   “células	
   progenitoras	
  

endoteliales”,	
   éstas	
   deberían	
   presentar	
   un	
   marcador	
  

progenitor	
  y	
  un	
  marcador	
  endotelial	
  que	
  definieran	
  su	
  fenotipo	
  

antigénico.	
  	
  

Uno	
   de	
   los	
   marcadores	
   para	
   el	
   fenotipo	
   progenitor	
   más	
  

utilizado	
   en	
   humanos	
   es	
   el	
   CD34,	
   una	
   sialomucina	
   expresada	
  

por	
   las	
   células	
   madre	
   hematopoyéticas	
   que	
   podría	
   funcionar	
  

como	
   molécula	
   de	
   adhesión	
   entre	
   CE	
   y	
   precursores	
  

hematopoyéticos	
  (Fadini	
  et	
  al.,	
  2008a).	
  

	
  

En	
  cuanto	
  a	
  antígenos	
  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	
   combinación	
   de	
   marcadores	
   CD34	
   y	
   KDR	
   muestra	
   una	
  

expresión	
   solapada	
   de	
   células	
   madre	
   y	
   de	
   CE.	
   Células	
  

CD34+KDR+	
  podrían	
  ser	
  células	
  progenitoras	
  comprometidas	
  al	
  

linaje	
  endotelial	
   representando	
  así	
   el	
   fenotipo	
  antigénico	
  más	
  

ajustado	
   a	
   la	
   definición	
   de	
   CPE	
   (Fadini	
   et	
   al.,	
   2008a).	
   Otros	
  

investigadores	
   han	
   estudiado	
   en	
   paralelo	
   la	
   expresión	
   del	
  

antígeno	
   panleucocitario	
   CD45,	
   sugiriendo	
   que	
   las	
   CPE	
   no	
  

expresarían	
  el	
  marcador	
   leucocitario	
  CD45	
   (Case	
  et	
  al.,	
   2007).	
  

Por	
  lo	
  tanto,	
  el	
  fenotipo	
  antigénico	
  más	
  aceptado	
  y	
  que	
  mejor	
  

define	
  a	
  las	
  CPE	
  es	
  CD34+KDR+CD45-­‐	
  (Fadini	
  et	
  al.,	
  2008a).	
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La	
  determinación	
  del	
  número	
  de	
  CPE	
  como	
  biomarcadores	
  

cardiovasculares	
   en	
   ensayos	
   clínicos	
   requiere	
   de	
   una	
   técnica	
  

sencilla,	
   rápida	
   y	
   reproducible	
   y	
   la	
   citometría	
   de	
   flujo	
   posee	
  

todas	
   estas	
   características.	
   Sin	
   embargo,	
   los	
   niveles	
   de	
   CPE	
  

(células	
   CD34+KDR+CD45-­‐)	
   tan	
   sólo	
   representan	
   alrededor	
   de	
  

50-­‐100	
   células	
   por	
   millón	
   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	
  determinación	
  de	
  CPE	
  

en	
   muestras	
   de	
   sangre	
   periférica	
   por	
   citometría	
   de	
   flujo	
  

requiere	
   de	
   la	
   adquisición	
   de	
   entre	
   1.000.000	
   y	
   2.000.000	
   de	
  

eventos	
   con	
   el	
   fin	
   de	
   incrementar	
   el	
   número	
   de	
   células	
  

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

	
  

La	
  presencia	
  en	
  el	
   torrente	
   sanguíneo	
  de	
  otro	
   tipo	
   celular,	
  

las	
   células	
  endoteliales	
   circulantes	
   (CEC),	
   complica	
  aún	
  más	
   la	
  

determinación	
  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	
  

traumático	
   o	
   isquémico	
   (Blann	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Schmidt	
   et	
   al.,	
  

2015).	
   Por	
   este	
   motivo,	
   las	
   CEC	
   han	
   sido	
   utilizadas	
  

extensamente	
   como	
   marcadores	
   de	
   lesión	
   endotelial	
   en	
  

diferentes	
  estados	
  patológicos	
  (Boos	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Mutin	
  et	
  al.,	
  

1999).	
  	
  

	
  

El	
  CD146	
  o	
  molécula	
  de	
  adhesión	
  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	
  expresión	
  en	
  células	
  mesenquimáticas	
  y	
  linfocitos	
  activados.	
  

Sin	
  embargo,	
  la	
  expresión	
  simultánea	
  de	
  los	
  marcadores	
  CD146	
  

y	
   CD31,	
   junto	
   con	
   la	
   no	
   expresión	
   del	
   CD45,	
  

(CD31+CD146+CD45-­‐),	
   se	
  considera	
   la	
   identificación	
   fenotípica	
  

más	
   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 Caracterización	
   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	
   y	
  

compararlos	
  con	
  los	
  obtenidos	
  en	
  otros	
  laboratorios.	
  La	
  variedad	
  

de	
   los	
   protocolos	
   de	
   cultivo	
   utilizados	
   para	
   aislar	
   las	
   CPE	
   hace	
  

que	
  este	
  método	
  sea	
  mucho	
  más	
  complejo	
  que	
  la	
  citometría	
  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	
  consistió	
  en	
  la	
  siembra	
  

de	
   CMN	
   CD34+	
   sobre	
   una	
   matriz	
   de	
   fibronectina	
   y	
   su	
   cultivo	
  

durante	
  7	
  días	
  en	
  medio	
  de	
  cultivo	
  endotelial	
  específico	
  (Asahara	
  

et	
   al.,	
   1997).	
   In	
   vitro	
   estas	
   células	
   mostraron	
   diferentes	
  

propiedades	
   endoteliales	
   como	
   la	
   captación	
   de	
   LDL	
   acetilada	
  

(acLDL)	
   y	
   la	
   unión	
   de	
   Ulex	
   lectina,	
   además	
   de	
   expresar	
  

marcadores	
  endoteliales	
  como	
  CD31	
  y	
  KDR.	
  En	
  el	
  modelo	
  animal	
  

de	
  isquemia,	
  estas	
  células	
  se	
  incorporaron	
  en	
  sitios	
  de	
  formación	
  

de	
  nuevos	
  vasos	
  sanguíneos.	
  	
  

	
  

Actualmente	
  existen	
  numerosos	
  protocolos	
  para	
  el	
  cultivo	
  de	
  

CPE.	
   Tras	
   una	
   extensa	
   revisión	
   bibliográfica	
   pudimos	
   observar	
  

que	
   en	
   estos	
   protocolos,	
   las	
   principales	
   fuentes	
   de	
   CPE	
   son	
  

muestras	
   de	
   sangre	
   periférica	
   y	
   sangre	
   de	
   cordón	
   umbilical,	
   y	
  

que	
  los	
  volúmenes	
  de	
  sangre	
  procesado	
  varían	
  entre	
  50-­‐100	
  mL	
  

y	
  20	
  mL	
  respectivamente	
  (Ingram	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Schmidt-­‐Lucke	
  et	
  

al.,	
   2010).	
   Además,	
   existían	
   diferencias	
   en	
   el	
   anticoagulante	
  

utilizado	
  en	
  la	
  extracción	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  sangre,	
  en	
  el	
  tiempo	
  

transcurrido	
   entre	
   la	
   obtención	
   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	
   función	
   de	
   las	
  

condiciones	
   utilizadas	
   para	
   su	
   cultivo,	
   las	
   CPE	
   obtenidas	
  

muestran	
   unas	
   características	
   funcionales	
   u	
   otras.	
   A	
  

continuación	
  se	
  detallan	
  los	
  protocolos	
  de	
  cultivo	
  más	
  utilizados	
  

en	
  la	
  bibliografía.	
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En	
   la	
   mayoría	
   de	
   estudios	
   las	
   CPE	
   se	
   aíslan	
   a	
   partir	
   de	
   la	
  

fracción	
  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	
   específico	
   endotelial	
   durante	
  

otros	
   7	
   días	
   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	
   llamó	
   unidades	
   formadoras	
   de	
  

colonias	
   de	
   células	
   endoteliales	
   o	
   CFU-­‐Hill	
   y	
   su	
   número	
   estaba	
  

correlacionado	
   con	
   la	
   función	
  endotelial	
   e	
   índices	
   acumulativos	
  

de	
  riesgo	
  cardiovascular	
  (Figura	
  6B).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Otros	
   investigadores	
   utilizaron	
   condiciones	
   de	
   cultivo	
  

diferentes,	
   evitaron	
   el	
   presembrado	
   y	
   cultivaron	
   las	
   CMN	
  

A" B"

Figura	
   6.	
   Protocolo	
   de	
   aislamiento	
   de	
   CPE	
   CFU-­‐Hill.	
   (A)	
   Micrografía	
   de	
  
contraste	
  de	
  fases	
  de	
  colonias	
  de	
  CPE	
  obtenidas	
  con	
  el	
  protocolo	
  de	
  Hill	
  et	
  al.	
  
(B)	
   Asociación	
   entre	
   el	
   número	
   de	
   colonias	
   de	
   CPE	
   y	
   factores	
   de	
   riesgo	
  
cardiovascular.	
  Tomado	
  de	
  Hur	
  et	
  al.,	
  2004.	
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durante	
  periodos	
  de	
  tiempo	
  más	
  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	
  incubación,	
  las	
  

CMN	
  no	
  adheridas	
  se	
  eliminaron	
  y	
  se	
  continuó	
  con	
  el	
  cultivo	
  en	
  

medio	
   endotelial	
   específico	
   de	
   aquellas	
   células	
   que	
  

permanecieron	
   adheridas	
   a	
   la	
   matriz	
   extracelular	
   en	
   medio	
  

endotelial	
   específico.	
   Bajo	
   estas	
   condiciones	
   de	
   cultivo	
  

aparecieron	
   claramente	
   dos	
   tipos	
   de	
   CPE	
   que	
   podían	
   ser	
  

distinguidas	
   fenotípicamente,	
   las	
   CPE	
   tempranas	
   y	
   las	
   CPE	
  

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

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

En	
   otros	
   protocolos	
   se	
   utilizó	
   colágeno	
   como	
   matriz	
  

extracelular	
   sobre	
   la	
   que	
   sembró	
   las	
   CMN.	
   Tras	
   14	
   días	
   de	
  

cultivo	
   obtuvieron	
   células	
   con	
   una	
   elevada	
   capacidad	
  

proliferativa	
   que	
   presentaban	
   un	
   fenotipo	
   y	
   una	
   morfología	
  

similar	
  al	
  de	
  las	
  CE	
  maduras.	
  A	
  estas	
  células	
  las	
  llamaron	
  células	
  

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

et	
  al.,	
  2007).	
  

	
  

Figura	
  7.	
  Micrografía	
  de	
  contraste	
  de	
  fases	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE.	
  (A)	
  CMN	
  en	
  
el	
  día	
  de	
  la	
  siembra.	
   (B)	
  CPE	
  tempranas	
  aparecidas	
  tras	
  5	
  días	
  de	
  cultivo.	
   (C)	
  
Primeras	
   colonias	
   de	
   CPE	
   tardías	
   tras	
   15	
   días	
   de	
   cultivo.	
   (D)	
   cultivos	
  
confluentes	
  de	
  CPE.	
  Imagen	
  tomada	
  de	
  Yoder	
  et	
  al.,	
  2007.	
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La	
  figura	
  8	
  recoge	
  de	
  forma	
  gráfica	
   los	
  tres	
  protocolos	
  más	
  

utilizados	
  para	
  el	
  cultivo	
  de	
  CPE	
  y	
  las	
  características	
  de	
  los	
  tipos	
  

celulares	
  obtenidos.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

En	
   resumen,	
   los	
   protocolos	
   de	
   cultivo	
   deberían	
   reservarse	
  

únicamente	
   para	
   el	
   estudio	
   de	
   la	
   función	
   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.	
   Además,	
   el	
   cultivo	
   es	
   la	
   única	
   forma	
   de	
  

conseguir	
   suficientes	
  CPE	
  para	
  profundizar	
  en	
  el	
   conocimiento	
  de	
  

la	
  biología	
  de	
  las	
  mismas.	
  Algunos	
  autores	
  han	
  publicado	
  una	
  serie	
  

de	
  recomendaciones	
  generales	
  para	
  el	
  cultivo	
  de	
  CPE.	
  Para	
  ellos,	
  el	
  

Figura	
   8.	
   Esquema	
   de	
   los	
   protocolos	
   más	
   usados	
   para	
   el	
   aislamiento	
   y	
  
cultivo	
  de	
  las	
  CPE.	
  Imagen	
  tomada	
  de	
  (Fadini	
  et	
  al.,	
  2012).	
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protocolo	
   de	
   cultivo	
   debería	
   ser	
   optimizado,	
   intentando	
   evitar	
   el	
  

protocolo	
  CFU-­‐Hill	
   y	
  el	
  presembrado	
  en	
  general,	
   y	
  aportando	
  una	
  

minuciosa	
   caracterización	
   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	
   corazón	
   y	
   a	
   los	
   vasos	
   sanguíneos	
   e	
  

incluyen	
   entidades	
   tan	
   importantes	
   y	
   diferentes	
   como	
   la	
   cardiopatía	
  

isquémica,	
   el	
   ictus	
   o	
   accidente	
   vascular	
   cerebral,	
   la	
   hipertensión	
  

arterial	
  y	
  la	
  cardiopatía	
  reumática	
  (Miguel,	
  2007).	
  

	
  

1.3.1 Cardiopatía	
  isquémica	
  

La	
   cardiopatía	
   isquémica	
   aguda	
   o	
   síndrome	
   coronario	
   agudo	
   es	
  

una	
   enfermedad	
   del	
   corazón	
   secundaria	
   a	
   una	
   reducción	
   en	
   el	
  

aporte	
   de	
   oxígeno	
   y	
   nutrientes	
   al	
   miocardio	
   debido	
   a	
   un	
  

estrechamiento	
   súbito	
   de	
   la	
   luz	
   de	
   las	
   arterias	
   coronarias	
   que	
   lo	
  

irrigan.	
   La	
   cardiopatía	
   coronaria	
   tiene	
   dos	
  manifestaciones	
   clínicas	
  

principales:	
   la	
   angina	
   de	
   pecho	
   y	
   el	
   infarto	
   agudo	
   de	
   miocardio	
  

(IAM).	
   Este	
   último	
   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	
   formación	
   de	
   trombos	
   en	
   la	
   luz	
   arterial,	
   provocando	
   la	
  

obstrucción	
  completa	
  del	
  vaso	
  y	
  su	
  desarrollo	
  puede	
  ser	
  muy	
  rápido	
  

(Figura	
   9).	
   Si	
   se	
   produce	
   una	
   obstrucción	
   total	
   durante	
   un	
   tiempo	
  

suficientemente	
   prolongado,	
   el	
   tejido	
   miocárdico	
   perfundido	
   por	
  

esta	
   arteria	
   sufre	
   necrosis	
   irreversible.	
   Sin	
   embargo,	
   la	
  

sintomatología	
  clínica	
  no	
  permite	
  una	
  diferenciación	
  precisa	
  de	
   los	
  

diferentes	
   síndromes,	
   por	
   lo	
   que	
   resulta	
   imprescindible	
   la	
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realización	
   precoz	
   de	
   un	
   electrocardiograma.	
   Los	
   resultados	
   del	
  

electrocardiograma	
   permiten	
   agrupar	
   a	
   los	
   pacientes	
   en	
   dos	
  

grandes	
   grupos:	
   Infarto	
   agudo	
   de	
   miocardio	
   con	
   elevación	
   del	
  

segmento	
   ST	
   e	
   infarto	
   agudo	
   de	
   miocardio	
   sin	
   elevación	
   del	
  

segmento	
   ST.	
   Además,	
   para	
   el	
   diagnóstico	
   de	
   las	
   cardiopatías	
  

coronarias	
   también	
   se	
   utilizan	
   la	
   presencia	
   de	
   marcadores	
  

plasmáticos	
   de	
   necrosis	
   cardíaca,	
   como	
   las	
   troponinas	
   T	
   e	
   I	
  

específicas	
  y	
  la	
  isoenzima	
  MB	
  de	
  creatina	
  quinasa.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Además	
  existen	
   factores	
  de	
   riesgo	
  cardiovascular	
  que	
  aumentan	
  

la	
  probabilidad	
  de	
  desarrollar	
   la	
  enfermedad	
  en	
  un	
   futuro.	
   La	
   lista	
  

de	
  factores	
  de	
  riesgo	
  para	
  la	
  cardiopatía	
  isquémica	
  es	
  muy	
  extensa,	
  

pero	
  los	
  más	
  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	
   lípidos	
   sanguíneos,	
  

Figura	
  9.	
  Diferentes	
  manifestaciones	
  de	
  la	
  cardiopatía	
  isquémica.	
  En	
  el	
  IAM	
  
con	
  elevación	
  del	
   segmento	
  ST	
  se	
  produce	
  una	
  oclusión	
   completa	
  de	
   la	
   luz	
  
arterial	
  que	
  conlleva	
  la	
  aparición	
  necrosis	
  en	
  el	
  tejido	
  miocárdico.	
  Tomada	
  de	
  
https://www.pinterest.com/pin/497155246337410409/.	
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hipertensión,	
  consumo	
  de	
  tabaco,	
  diabetes	
  y	
  otros	
   factores	
  menos	
  

importantes	
  como	
  la	
  obesidad	
  y	
  el	
  sobrepeso	
  y	
  una	
  actividad	
  física	
  

insuficiente.	
   Los	
   factores	
   de	
   riesgo	
   cardiovascular	
   no	
  modificables	
  

más	
   importantes	
   son	
   la	
   edad,	
   el	
   sexo	
   y	
   antecedentes	
   familiares	
   y	
  

factores	
  genéticos.	
  

	
  

1.3.2 Células	
   progenitoras	
   endoteliales	
   en	
   enfermedades	
  

cardiovasculares	
  

Como	
  adelantábamos,	
  el	
  mantenimiento	
  de	
  un	
  endotelio	
  intacto	
  

es	
   indispensable	
   para	
   el	
   correcto	
   mantenimiento	
   de	
   la	
   función	
  

endotelial	
   y	
   homeostática	
   de	
   un	
   organismo.	
   Sin	
   embargo,	
   la	
  

presencia	
   de	
   factores	
   de	
   riesgo	
   cardiovascular	
   como	
   la	
  

hipertensión,	
   la	
   hiperlipidemia	
   y	
   el	
   tabaquismo	
   pueden	
  

comprometer	
  la	
  integridad	
  endotelial	
  e	
  inducir	
  una	
  alteración	
  en	
  la	
  

función	
  endotelial	
  (Eckers	
  and	
  Haendeler,	
  2015;	
  Hadi	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

La	
   pérdida	
   de	
   la	
   integridad	
   endotelial	
   contribuye	
   a	
   las	
   etapas	
  

iniciales	
   del	
   desarrollo	
   de	
   la	
   formación	
   de	
   las	
   lesiones	
  

ateroscleróticas	
  como	
  el	
  depósito	
  de	
  LDL	
  en	
  la	
  matriz	
  subendotelial	
  

o	
   la	
   apoptosis	
   endotelial	
   (Lusis,	
   2000;	
   Mitchell	
   et	
   al.,	
   2015).	
  

Además,	
   la	
   disfunción	
   endotelial	
   está	
   asociada	
   de	
   forma	
  

independiente	
  a	
   la	
  aparición	
  de	
  eventos	
  cardiovasculares	
   (Lerman	
  

and	
  Zeiher,	
  2005).	
  	
  

	
  

Numerosos	
   trabajos	
   sugieren	
   que	
   la	
   integridad	
   y	
   función	
  

endotelial	
  y,	
  por	
  lo	
  tanto,	
  la	
  aparición	
  de	
  eventos	
  cardiovasculares,	
  

está	
  determinada	
  por	
   la	
  disponibilidad	
  de	
   las	
  CPE.	
  El	
  papel	
  de	
   las	
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CPE	
   sería	
   el	
   de	
   mantener	
   el	
   endotelio	
   en	
   el	
   estado	
   fisiológico	
   y	
  

repararlo	
   en	
   diferentes	
   estados	
   patológicos	
   que	
   pudieran	
  

comprometer	
  su	
  integridad	
  (Vita,	
  2011).	
  	
  

	
  

La	
  movilización	
  de	
   las	
  CPE	
  ha	
   sido	
  un	
  parámetro	
  biológico	
  muy	
  

estudiado	
   en	
   las	
   enfermedades	
   cardiovasculares	
   (Shantsila	
   et	
   al.,	
  

2007).	
   De	
   esta	
   manera,	
   se	
   observó	
   un	
   incremento	
   en	
   la	
  

movilización	
   de	
   células	
   CD34+	
   en	
   pacientes	
   con	
   IAM	
  que	
   alcanzó	
  

un	
  máximo	
  a	
   los	
  7	
  días	
  del	
   infarto	
   (Shintani	
   et	
   al.,	
   2001).	
   En	
  este	
  

estudio	
   se	
   observó	
   además	
   que	
   los	
   valores	
   plasmáticos	
   de	
   VEGF	
  

seguían	
  una	
  cinética	
  similar	
  a	
  la	
  observada	
  para	
  los	
  niveles	
  de	
  CPE.	
  

Más	
  tarde,	
  Massa	
  et	
  al.	
  confirmaron	
  un	
  rápida	
  movilización	
  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	
  días	
  

del	
   infarto	
  de	
  miocardio	
  (Massa	
  et	
  al.,	
  2005).	
  El	
  uso	
  de	
  diferentes	
  

técnicas	
  y	
  fenotipos	
  para	
  la	
  determinación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  CPE	
  en	
  

los	
   estudios	
   citados	
   anteriormente	
   hace	
   muy	
   difícil	
   una	
  

comparación	
   directa	
   de	
   los	
   resultados	
   obtenidos.	
   Sin	
   embargo,	
  

estos	
  resultados	
  parecen	
   indicar	
  un	
   incremento	
  en	
   la	
  movilización	
  

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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podría	
   ayudar	
   a	
   identificar	
   pacientes	
   con	
   elevado	
   riesgo	
  

cardiovascular	
   (Shantsila	
   et	
   al.,	
   2007;	
   Werner	
   et	
   al.,	
   2005;	
  

Wojakowski	
   et	
   al.,	
   2008).	
   En	
   otros	
   estados	
   patológicos	
   como	
   la	
  

disfunción	
  eréctil,	
  la	
  reestenosis	
  y	
  la	
  vasculopatía	
  en	
  pacientes	
  con	
  

trasplante	
   cardíaco,	
   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	
   movilización	
   de	
   las	
   CPE,	
   así	
   como	
   el	
   efecto	
   sobre	
   la	
  

función	
  celular	
  en	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  aisladas	
  a	
  partir	
  de	
  muestras	
  de	
  

sangre.	
  La	
  presencia	
  de	
  factores	
  de	
  riesgo	
  como	
  la	
  hipertensión,	
  la	
  

hiperglucemia,	
   hipercolesterolemia	
   y	
   el	
   tabaquismo	
   reducen	
   el	
  

número	
  de	
  CPE	
  circulantes	
  y	
  CPE	
  en	
  cultivo,	
  tanto	
  en	
  pacientes	
  con	
  

alguna	
  afección	
  cardiovascular	
  como	
  en	
  sujetos	
  sanos.	
  De	
  la	
  misma	
  

manera,	
   los	
   factores	
   de	
   riesgo	
   cardiovascular	
   tienen	
   un	
   efecto	
  

nocivo	
   en	
   la	
   función	
   celular	
   de	
   las	
   CPE	
   evaluada	
   en	
   términos	
   de	
  

migración,	
   proliferación,	
   adhesión	
   y	
   capacidad	
   vasculogénica	
   in	
  

vitro	
  (Shantsila	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

	
  

Otros	
   estudios	
   han	
   centrado	
   su	
   atención	
   en	
   el	
   efecto	
   de	
  

diferentes	
   medicamentos,	
   especialmente	
   la	
   estatinas,	
   los	
  

inhibidores	
   de	
   la	
   enzima	
   convertidor	
   de	
   angiotensina	
   y	
   los	
  

antagonistas	
  de	
  receptor	
  de	
  angiotensina	
  II,	
  sobre	
  la	
  movilización	
  y	
  

función	
   de	
   las	
   CPE.	
   Las	
   estatinas	
   son	
   capaces	
   de	
   aumentar	
   la	
  

capacidad	
  proliferativa	
  de	
   las	
  CPE	
  en	
  sujetos	
  sanos	
  y	
  el	
  número	
  de	
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CPE	
  circulantes	
  en	
  pacientes	
  con	
  arteriopatía	
  coronaria.	
  En	
  cuanto	
  a	
  

la	
   función,	
   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	
   número	
  de	
  CPE	
  en	
   cultivo	
   y	
   aumentar	
   las	
  

capacidades	
   proliferativas,	
   migratorias,	
   de	
   adhesión	
   y	
  

vasculogénicas	
   de	
   las	
   CPE	
   en	
   cultivo.	
   Finalmente,	
   los	
   antagonistas	
  

de	
  receptor	
  de	
  angiotensina	
  II	
  son	
  capaces	
  de	
  aumentar	
  el	
  número	
  

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 Micropartículas,	
   ruta	
   de	
   señalización	
   Hedgehog	
   y	
  

micropartículas	
  Sonic	
  Hedgehog	
  

1.4.1 Micropartículas	
  

El	
  espacio	
  extracelular	
  de	
  los	
  organismos	
  multicelulares	
  contiene	
  

soluciones	
   con	
   numerosos	
   metabolitos,	
   iones,	
   proteínas	
   y	
  

polisacáridos.	
   Esta	
   solución	
   también	
   contiene	
   un	
   gran	
   número	
   de	
  

vesículas	
   limitadas	
   por	
   membranas	
   denominadas	
   vesículas	
  

extracelulares.	
   Este	
   término	
   incluye	
   a	
   exosomas,	
   micropartículas	
  

(MP)	
   y	
   cuerpos	
   apoptóticos	
   (György	
   et	
   al.,	
   2011)	
   (Figura	
   10).	
   Los	
  

exosomas	
   son	
   vesículas	
   extracelulares	
   con	
   un	
   diámetro	
   que	
   oscila	
  

entre	
   lo	
   50	
   y	
   100	
   nm	
   y	
   tienen	
   origen	
   en	
   los	
   cuerpos	
  

multivesiculares.	
   Las	
   vésiculas	
   extracelulares	
   de	
   diámetro	
  

comprendido	
   entre	
   100	
   nm	
   y	
   1	
   µm	
   se	
   originan	
   a	
   partir	
   de	
  

evaginaciones	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática	
   y	
   constituyen	
   las	
  

denominadas	
   MP	
   (Martínez	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Por	
   último,	
   los	
   cuerpos	
  

apoptóticos	
   son	
   vesículas	
   extracelulares	
   de	
   tamaño	
   comprendido	
  

entre	
   1	
   µm	
   y	
   5	
   µm	
   y	
   se	
   generan	
   a	
   partir	
   de	
   células	
   apoptóticas	
  

(György	
  et	
  al.,	
  2011).	
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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	
   distribución	
   de	
  

citoquinas,	
   quimioquinas,	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   y	
   ácidos	
  

nucleicos	
   (mRNA	
  o	
  miRNA),	
   lo	
   que	
   las	
   confiere	
   un	
   gran	
   potencial	
  

terapéutico	
   en	
   el	
   tratamiento	
   de	
   diferentes	
   patologías	
   (Fleury	
   et	
  

al.,	
  2014;	
  Martínez	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

	
  

Figura	
   10.	
   Vesículas	
   extracelulares.	
   Representación	
   esquemática	
   de	
   los	
  
diferentes	
  tipos	
  de	
  vesículas	
  extracelulares.	
  Imagen	
  tomada	
  de	
  György	
  et	
  al.,	
  
2011.	
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Teóricamente,	
   las	
  MP	
  pueden	
  ser	
  producidas	
  por	
  cualquier	
  tipo	
  

celular.	
  En	
  el	
  sistema	
  cardiovascular	
  las	
  MP	
  pueden	
  ser	
  producidas	
  

por	
  CE,	
  leucocitos,	
  eritrocitos,	
  células	
  del	
  músculo	
  liso	
  y	
  plaquetas.	
  

Las	
  MP	
  producidas	
   por	
   las	
   plaquetas	
   pueden	
   llegar	
   a	
   representar	
  

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

	
  

Aunque	
   los	
   mecanismos	
   de	
   producción	
   de	
   MP	
   no	
   están	
  

completamente	
  elucidados,	
  numerosos	
  estudios	
   indican	
  que	
  éstas	
  

se	
  producen	
  tras	
  una	
  activación	
  celular	
  o	
  por	
  apoptosis.	
  El	
  fenotipo	
  

y	
   composición,	
   así	
   como	
   la	
   cantidad	
   de	
   MP	
   producidas	
   puede	
  

variar	
   en	
   función	
   del	
   mecanismo	
   de	
   producción.	
   El	
   estímulo	
   que	
  

induce	
  la	
  formación	
  de	
  MP	
  incluye	
  una	
  activación	
  celular	
  mediada	
  

por	
   una	
   entrada	
   de	
   calcio	
   desde	
   el	
   medio	
   extracelular	
   hacia	
   el	
  

citoplasma.	
  Esta	
  entrada	
  de	
  calcio	
  esta	
  asociada	
  con	
  una	
  proteólisis	
  

de	
   proteínas	
   del	
   citoesqueleto	
   mediada	
   por	
   la	
   activación	
   de	
   la	
  

calpaina	
  (Miyoshi	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Piccin	
  et	
  al.,	
  2007).	
  También	
  causa	
  la	
  

regulación	
   de	
   determinadas	
   fosfatasas	
   que	
   contribuyen	
   a	
   la	
  

desestabilización	
   del	
   citoesqueleto	
   celular,	
   proceso	
   indispensable	
  

para	
   la	
  producción	
  de	
  protuberancias	
   irregulares	
  en	
   la	
  membrana	
  

plasmática.	
  También	
  se	
  ha	
  descrito	
  una	
  pérdida	
  en	
  la	
  asimetría	
  de	
  

la	
   membrana	
   plasmática	
   y	
   la	
   exposición	
   de	
   residuos	
   de	
  

fosfatidilserina	
  en	
  membrana	
  externa	
  de	
  la	
  bicapa	
  lipídica	
  durante	
  

la	
  formación	
  de	
  las	
  MP	
  (Martínez	
  et	
  al.,	
  2011)	
  (Figura	
  11).	
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Los	
   elementos	
   biológicos	
   que	
   contienen	
   las	
   MP	
   en	
   forma	
   de	
  

componentes	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática,	
   citosólicos	
   y/o	
  

nucleares	
   permiten	
   la	
   determinación	
   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;	
  Martínez	
   et	
   al.,	
  

2011).	
  	
  

	
  

Tras	
  interaccionar	
  con	
  la	
  célula	
  diana,	
  las	
  MP	
  pueden	
  fusionarse	
  

con	
   la	
  membrana	
  plasmática	
  celular	
  o	
   ser	
  endocitadas.	
   Sólo	
  en	
  el	
  

caso	
   de	
   que	
   las	
   MP	
   se	
   fusionaran	
   con	
   las	
   células	
   diana,	
   se	
  

produciría	
  una	
  transferencia	
  de	
  los	
  receptores	
  de	
  membrana	
  por	
  lo	
  

que	
  la	
  célula	
  receptora	
  adquiriría	
  nuevas	
  propiedades	
  antigénicas	
  y	
  

funcionales	
   al	
   adquirir	
   los	
   componentes	
   de	
   la	
   membrana	
  

citoplásmatica	
   de	
   las	
  MP.	
   Cuando	
   las	
  MP	
   son	
   endocitadas,	
   éstas	
  

Micropar(cle+

Figura	
   11.	
   Formación	
   de	
   micropartículas	
   mediante	
   activación	
   celular	
   y	
  
apoptosis.	
  Imagen	
  tomada	
  de	
  Martínez	
  et	
  al.,	
  2011.	
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pueden	
   fusionarse	
   con	
   la	
   membrana	
   endocítica,	
   y	
   liberar	
   su	
  

contenido	
   al	
   citoplasma,	
   o	
   ser	
   dirigidas	
   a	
   los	
   lisosomas	
   para	
   su	
  

degradación	
  (Raposo	
  and	
  Stoorvogel,	
  2013).	
  

	
  

Un	
   incremento	
   en	
   los	
   niveles	
   de	
   MP	
   circulantes	
   ha	
   sido	
  

correlacionado	
   con	
   la	
   severidad	
   de	
   algunas	
   patologías	
  

cardiovasculares	
   como	
   el	
   IAM,	
   diabetes,	
   aterotrombosis,	
  

hipertensión	
  y	
  síndrome	
  metabólico	
  (Boulanger	
  et	
  al.,	
  2001;	
  2006;	
  

Chironi	
   et	
   al.,	
   2009).	
   También	
   se	
   ha	
   propuesto	
   que	
   estas	
   MP	
  

circulantes	
   inducen	
   disfunción	
   endotelial	
   a	
   través	
   de	
   una	
  

disminución	
   de	
   la	
   actividad	
   eNOS	
   y/o	
   reduciendo	
   la	
  

biodisponibilidad	
  del	
  NO	
  (Boulanger	
  et	
  al.,	
  2001),	
  incrementando	
  la	
  

nitrosilación	
   proteica	
   de	
   las	
   CE	
   y	
   aumentando	
   los	
   marcadores	
  

plasmáticos	
   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	
   relación	
   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	
  

farmacológico.	
  Por	
  ejemplo,	
  una	
  reducción	
  en	
  los	
  niveles	
  totales	
  de	
  

una	
   población	
   específica	
   de	
   MP	
   podría	
   indicar	
   la	
   eficacia	
   de	
   un	
  

tratamiento	
  o	
  la	
  regresión	
  de	
  una	
  patología	
  por	
  lo	
  que	
  la	
  formación	
  

de	
   las	
  MP	
  y	
  su	
   interacción	
  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	
  número	
  de	
  MP	
  circulantes	
  no	
  

siempre	
   induce	
   efectos	
   deletéreos.	
   En	
   pacientes	
   con	
   sepsis	
   se	
   ha	
  

observado	
  una	
  la	
  correlación	
  positiva	
  entre	
  elevados	
  niveles	
  de	
  MP	
  

circulantes	
   y	
   la	
   supervivencia,	
   atribuyéndoles	
   un	
   efecto	
   protector	
  

(Soriano	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Además,	
   las	
  MP	
  aisladas	
  de	
  estos	
  pacientes	
  

son	
   capaces	
   de	
   revertir	
   la	
   hipotensión	
   en	
   vasos	
   aislados	
   tratados	
  

con	
   lipopolisacáridos	
   mediante	
   un	
   aumento	
   de	
   la	
   producción	
   de	
  

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

	
  

Por	
  otra	
  parte,	
  se	
  ha	
  observado	
  en	
  humanos	
  cómo	
  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	
   proliferación,	
   migración	
   y	
   resistencia	
   a	
   la	
  

apoptosis.	
   Al	
   analizar	
   la	
   composición	
   de	
   las	
   MP	
   se	
   observó	
   que	
  

éstas	
   contenían	
   los	
   miRNA	
   proangiogénicos	
   miR126	
   y	
   miR296.	
  

También	
  se	
  observó	
  la	
  presencia	
  de	
  mRNAs	
  de	
  factores	
  implicados	
  

en	
   la	
   proliferación,	
   diferenciación	
   y	
   angiogénesis.	
   Además,	
   estas	
  

MP	
  eran	
  capaces	
  de	
  inducir	
  las	
  rutas	
  de	
  señalización	
  de	
  la	
  PI3K/Akt	
  

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

	
  

También	
  se	
  ha	
  demostrado	
  como	
  MP	
  que	
  contenían	
  el	
  receptor	
  

activador	
   de	
   proliferación	
   de	
   los	
   peroxisomas	
   alfa	
   (PPARα),	
  

receptor	
  nuclear	
  que	
  actúa	
  como	
  factor	
  de	
  transcripción,	
  era	
  capaz	
  

de	
   inducir	
   la	
   diferenciación	
  de	
  CPE	
   y	
   la	
   capacidad	
   angiogénica	
  de	
  

CE	
   a	
   través	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
  

PPARα/Akt/NF-­‐κB	
   (Benameur	
   et	
   al.,	
   2010b).	
   Asimismo,	
   MP	
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específicamente	
  diseñadas	
  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	
   Martínez,	
   2009;	
   Soleti	
   et	
   al.,	
  

2009)	
  (Figura	
  12).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

1.4.2 Ruta	
  de	
  señalización	
  Sonic	
  Hedgehog	
  

Descubierta	
   por	
   primera	
   vez	
   en	
   Drosophila,	
   la	
   ruta	
   de	
  

señalización	
   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	
   señalización	
   Hedgehog	
  

tiene	
   un	
   papel	
   importante	
   en	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   diferentes	
  

estructuras,	
  posiblemente,	
  mediante	
  la	
  regulación	
  funcional	
  de	
  las	
  

diferentes	
  células	
  madre	
  o	
  progenitoras	
   (Robbins	
  et	
  al.,	
  2012).	
  En	
  

algunos	
   contextos,	
   las	
   proteínas	
   Hedgehog	
   actúan	
   como	
  

morfógenos	
   mientras	
   que	
   en	
   otras	
   ocasiones	
   actúan	
   como	
  

A"

B"

Figura	
   12.	
  Uso	
  de	
   las	
   vesículas	
   extracelulares	
   como	
  agentes	
   terapéuticos.	
  
Las	
   vesículas	
   extracelulares	
   (EV)	
   pueden	
   transportar	
   diferentes	
   elementos	
  
biológicos	
   y	
   ser	
   utilizadas	
   como	
   agentes	
   terapéuticos.	
   Imagen	
   tomada	
   de	
  
Fleury	
  et	
  al.,	
  2014.	
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mitógenos	
  o	
  regulando	
  procesos	
  de	
  proliferación,	
  diferenciación	
  y	
  

supervivencia	
  celular	
  (Fleury	
  et	
  al.,	
  2014).	
  	
  

	
  

En	
   mamíferos,	
   la	
   familia	
   de	
   proteínas	
   Hedgehog	
   comprende	
   a	
  

Shh,	
   Indian	
   Hedgehog	
   y	
   Dessert	
   Hedgehog,	
   siendo	
   Shh	
   la	
   más	
  

expresada	
   y	
   la	
  más	
   estudiada	
   (Riobo	
   and	
  Manning,	
   2007).	
   Shh	
   es	
  

transcrito	
   como	
   una	
   proteína	
   de	
   45	
   KDa	
   que	
   es	
   procesada	
   en	
   el	
  

retículo	
  endoplásmico	
  hasta	
  su	
  forma	
  biológicamente	
  activa	
  (Figura	
  

13).	
   En	
   primer	
   lugar	
   se	
   produce	
   una	
   escisión	
   de	
   su	
   extremo	
   N-­‐

terminal;	
  a	
  continuación	
  un	
  palmitoilación	
  en	
  el	
  extremo	
  N-­‐terminal	
  

y	
  seguidamente	
  una	
  colesterilación	
  por	
  autoescisión	
  para	
  dar	
   lugar	
  

a	
   un	
   éster	
   de	
   colesterilo	
   (Heal	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Estas	
   modificaciones	
  

lipídicas	
   están	
   implicadas	
   en	
   la	
   multimerización	
   de	
   N-­‐Shh,	
   el	
  

establecimiento	
   de	
   gradientes	
   morfogénicos	
   y	
   la	
   potencia	
   con	
   la	
  

que	
  actúa	
  en	
  la	
  célula	
  diana	
  (Riobo	
  and	
  Manning,	
  2007).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

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)	
  actúa	
  como	
  principal	
   receptor	
  de	
  Shh	
  

con	
   una	
   afinidad	
   en	
   el	
   rango	
   de	
   nanomolar.	
   Además	
   de	
   unir	
   Shh	
  

para	
   iniciar	
   la	
   cascada	
   de	
   señalización	
  Hedgehog,	
   PTCH1	
   también	
  

es	
   responsable	
   de	
   modular	
   los	
   gradientes	
   extracelulares	
   de	
   Shh	
  

durante	
  el	
  desarrollo.	
  Aunque	
  en	
  mamíferos	
  existen	
  dos	
  genes	
  que	
  

codifican	
   para	
   las	
   proteínas	
   PATCH1	
   y	
   PATCH2,	
   que	
   están	
  

regulados	
   por	
   los	
   factores	
   de	
   transcripción	
   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	
  proteína	
  receptora	
  de	
  7	
  

dominios	
   transmembrana	
   Smoothened	
   (SMO).	
   La	
   inhibición	
   de	
  

SMO	
  por	
  parte	
  de	
  PTCH1	
  parece	
  ser	
  de	
  naturaleza	
  catalítica	
  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	
   interacción	
   entre	
   PTCH1	
   y	
   SMO	
  

(Riobo	
   and	
  Manning,	
   2007;	
   Soleti	
   and	
  Martínez,	
   2012;	
   Taipale	
   et	
  

al.,	
  2002).	
  Este	
  efecto	
  podría	
  estar	
  mediado	
  por	
   la	
  modulación	
  en	
  

la	
   localización	
   y/o	
   concentración	
   de	
   pequeñas	
  moléculas.	
   Se	
   han	
  

propuesto	
  algunos	
  metabolitos	
  endógenos,	
  derivados	
  oxiesteroles	
  

y	
  derivados	
  de	
   la	
  vitamina	
  D3	
  como	
  mediadores	
  de	
   los	
  efectos	
  de	
  

PTCH1	
  sobre	
  SMO.	
  	
  

	
  

La	
   activación	
   de	
   Smo	
   conlleva	
   la	
   activación	
   y	
   la	
   translocación	
  

nuclear	
  de	
  las	
  proteínas	
  GLI.	
  En	
  vertebrados	
  existen	
  3	
  proteínas	
  GLI,	
  

GLI1,	
   GLI2	
   y	
   GLI3.	
   Éstas	
   actúan	
   como	
   factores	
   de	
   transcripción	
  

regulando	
   la	
   expresión	
   de	
   genes	
   diana	
   de	
   Shh.	
   GLI1	
   y	
   GLI2	
   son	
  

responsables	
  de	
  la	
  mayor	
  parte	
  de	
  las	
  funciones	
  de	
  activación	
  de	
  la	
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ruta	
   Hedgehog,	
   con	
   propiedades	
   similares	
   a	
   nivel	
   de	
   proteína.	
   La	
  

expresión	
  de	
  GLI1	
  es	
  inducida	
  por	
  Shh	
  y	
  su	
  función	
  parece	
  ser	
  la	
  de	
  

reforzar	
  y	
  prolongar	
  las	
  respuestas	
  celulares	
  a	
  Shh.	
  En	
  cambio,	
  GLI3	
  

funciona	
   principalmente	
   como	
   represor	
   de	
   la	
   señalización	
   de	
  

Hedgehog.	
  En	
  ausencia	
  de	
  Shh,	
  las	
  proteínas	
  GLI	
  son	
  retenidas	
  en	
  el	
  

citoplasma	
  por	
  las	
  proteínas	
  KIF/27	
  y	
  SUFU	
  para	
  limitar	
  su	
  actividad	
  

transcripcional.	
  Además	
  la	
  proteína	
  GLI3	
  es	
  fosforilada	
  y	
  procesada	
  

proteolíticamente	
  a	
  una	
   forma	
   represora	
   (Figura	
  14;	
   izquierda).	
   La	
  

adición	
   de	
   Shh	
   lleva	
   a	
   la	
   inhibición	
   del	
   procesado	
   de	
   GLI3	
   y	
   la	
  

acumulación	
  del	
  resto	
  de	
  formas	
  de	
  GLI,	
  llevando	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  

genes	
  dianas	
  de	
   Shh	
   (Figura	
  14;	
  derecha)	
   (Katoh	
  and	
  Katoh,	
  2005;	
  

Soleti	
  and	
  Martínez,	
  2009).	
  De	
  esta	
  manera,	
  a	
  la	
  ruta	
  que	
  supone	
  la	
  

unión	
  de	
  Shh	
  a	
  su	
  receptor	
  PTCH1	
  y	
  la	
  correspondiente	
  abolición	
  de	
  

la	
   inhibición	
   que	
   éste	
   ejerce	
   sobre	
   SMO	
   para	
   dar	
   lugar	
   a	
   la	
  

activación	
  de	
   la	
  expresión	
  de	
  genes	
   regulados	
  por	
   la	
   acción	
  de	
   los	
  

factores	
   de	
   transcripción	
   GLI	
   se	
   la	
   conoce	
   como	
   ruta	
   canónica	
  

(Figura	
  14).	
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Sin	
   embargo,	
   existen	
   numerosos	
   trabajos	
   que	
   apoyan	
   la	
  

existencia	
   de	
   rutas	
   de	
   señalización	
   Shh	
   no	
   canónicas.	
   Se	
   han	
  

propuesto	
   dos	
   rutas	
   no	
   canónicas,	
   la	
   de	
   tipo	
   I	
   (Figura	
   15A),	
  

dependiente	
  de	
  PTCH1	
  e	
   independiente	
  de	
  SMO	
  y	
  de	
   los	
   factores	
  

de	
   transcripción	
   GLI	
   y	
   la	
   de	
   tipo	
   II	
   (Figura	
   15B),	
   dependiente	
   de	
  

PTCH1	
   y	
   SMO,	
   pero	
   independiente	
   de	
   GLI	
   (Brennan	
   et	
   al.,	
   2012;	
  

Jenkins,	
  2009).	
  

	
  

	
  

Ptc$$

Smo$

Hh$

Figura	
  14.	
  Ruta	
  de	
  señalización	
  Hedghog	
  canónica.	
   (Izquierda)	
  en	
  ausencia	
  
del	
   ligando	
   Shh	
   y	
   (derecha)	
   en	
  presencia	
  del	
   ligando	
   Shh.	
  Patched	
  1	
   (PTC).	
  
Tomado	
  de	
  Robbins	
  et	
  al.,	
  2012.	
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La	
   ruta	
   de	
   señalización	
   Hedgehog	
   es	
   crucial	
   para	
   la	
   correcta	
  

formación	
   de	
   numerosas	
   estructuras	
   en	
   el	
   embrión	
   en	
   desarrollo	
  

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

tejidos	
   vasculares	
   embrionarios	
   y	
   en	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   la	
  

A"
Ptc$$

Ptc$$

B"
Smo$

Figura	
  15.	
  Rutas	
  de	
  señalización	
  Hedgehog	
  no	
  canónicas.	
  (A)	
  
de	
  tipo	
  I,	
  medida	
  exclusivamente	
  por	
  el	
  receptor	
  PCTH1	
  y	
  (B)	
  
de	
   tipo	
   II,	
   mediada	
   por	
   SMO	
   pero	
   independiente	
   de	
   GLI.	
  
Imágenes	
  tomadas	
  de	
  Robbins	
  et	
  al.,	
  2012.	
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vasculatura	
   coronaria	
   en	
   el	
   adulto	
   a	
   través	
   de	
   las	
   células	
  

perivasculares.	
   Además,	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
   de	
   Hedgehog	
   está	
  

presente	
  en	
  el	
   tejido	
  vascular	
  adulto.	
  La	
  activación	
  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	
   músculo	
   liso	
   y	
  

fibroblastos	
  que	
  promueve	
  la	
  angiogénesis	
  y	
  protege	
  de	
  las	
  lesiones	
  

producidas	
   por	
   procesos	
   	
   isquémicos.	
   El	
   efecto	
   de	
   Shh	
   sobre	
   la	
  

regeneración	
   vascular	
   se	
   debería	
   a	
   la	
   producción	
   de	
   una	
  

combinación	
   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	
   observó	
   una	
   acción	
   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	
   activación	
   de	
   rutas	
   no	
  

canónicas	
   (Chinchilla	
   et	
   al.,	
   2010).	
   Específicamente,	
   Shh	
   activa	
   a	
  

RHOA	
   y	
   estimula	
   la	
   formación	
   de	
   estructuras	
   tubulares	
   en	
   un	
  

mecanismo	
   dependiente	
   de	
   SMO	
   y	
   proteínas	
   Gi	
   pero	
   de	
   forma	
  

independiente	
   de	
   GLI	
   (Figura	
   15B).	
   Además,	
   Shh	
   reduce	
   la	
  

activación	
   de	
   las	
   caspasas	
   y	
   promueve	
   la	
   supervivencia	
   de	
   CE	
  

humanas	
  a	
  través	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  actividad	
  proapoptótica	
  de	
  

PTCH1	
  en	
  una	
  modulación	
  independiente	
  de	
  SMO	
  (Chinchilla	
  et	
  al.,	
  

2010)	
  (Figura	
  15A).	
  De	
  la	
  misma	
  manera	
  Shh	
  induce	
  la	
  migración	
  de	
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CE	
  y	
  la	
  morfogénesis	
  de	
  capilares	
  mediante	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  

RHOA/ROCK	
   (Soleti	
   and	
   Martínez,	
   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	
  señalización	
  iniciada	
  por	
  PI3K	
  no	
  parece	
  estar	
  implicada	
  

en	
   la	
   translocación	
   al	
   núcleo	
   del	
   factor	
   de	
   transcripción	
   GLI1	
  

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

	
  

En	
   CPE	
   de	
   ratones,	
   Shh	
   induce	
   la	
   capacidad	
   proliferativa,	
  

adhesiva,	
   migratoria	
   y	
   vasculogénica.	
   Además	
   es	
   capaz	
   de	
  

incrementar	
  la	
  expresión	
  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	
  producción	
  de	
  VEGF,	
  a	
  través	
  de	
  mecanismos	
  dependientes	
  de	
  la	
  

activación	
   de	
   la	
   ruta	
   PI3K/AKT	
   y	
   de	
   forma	
   no	
   completamente	
  

dependiente	
  de	
  VEGF	
  (Fu	
  et	
  al.,	
  2006).	
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1.4.3 Micropartículas	
  Sonic	
  Hedgehog	
  

Las	
   MPShh+	
   se	
   producen	
   a	
   partir	
   de	
   una	
   línea	
   de	
   linfocitos	
   T	
  

incubados	
   en	
   condiciones	
   mitógenas	
   y	
   presentan	
   un	
   elevado	
  

contenido	
   en	
   el	
   morfogen	
   Shh	
   (MPShh+)	
   (Martínez	
   et	
   al.,	
   2006).	
  

Como	
   control	
   se	
   utilizan	
   MP	
   que	
   no	
   albergan	
   al	
   morfogen	
   Shh	
  

(MPShh-­‐).	
  	
  

	
  

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	
  señalización	
  no	
  canónica.	
  Imagen	
  tomada	
  
de	
  Fleury	
  et	
  al.,	
  2014.	
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Estas	
   MP	
   han	
   sido	
   previamente	
   caracterizadas.	
   En	
   la	
  

caracterización	
  proteica	
  de	
  estos	
  dos	
  tipos	
  de	
  MP	
  se	
  detectaron	
  un	
  

total	
   de	
   390	
   proteínas,	
   un	
   34%	
   de	
   las	
   cuales	
   eran	
   proteínas	
   de	
  

membrana.	
   La	
   composición	
   de	
   las	
   proteínas	
   de	
  membrana	
   entre	
  

los	
   dos	
   tipos	
   de	
  MP	
   resultó	
   ser	
   similar.	
   También	
   se	
   detectó	
   una	
  

pequeña	
   cantidad	
   de	
   proteínas	
   nucleares,	
   menos	
   de	
   un	
   10%	
   del	
  

total,	
  entre	
  las	
  se	
  encontraban	
  las	
  histonas,	
  únicamente	
  presentes	
  

en	
   las	
   MPShh-­‐.	
   De	
   las	
   390	
   proteínas,	
   la	
   mitad	
   eran	
   proteínas	
  

citoplasmáticas	
   pertenecientes	
   a	
   proteínas	
   del	
   citoesqueleto,	
  

proteínas	
   de	
   choque	
   térmico,	
   enzimas	
   metabólicos	
   y	
   proteínas	
  

implicadas	
  en	
  procesos	
  de	
   transcripción.	
   En	
  este	
  estudio	
   también	
  

se	
  identificaron	
  numerosas	
  proteínas	
  de	
  adhesión,	
  transporte	
  y	
  de	
  

transducción	
   de	
   señal	
   (Miguet	
   et	
   al.,	
   2006).	
   Únicamente	
   en	
   la	
  

superficie	
   de	
   las	
   MP	
   producidas	
   en	
   condiciones	
   mitógenas	
   se	
  

detectó	
  la	
  exposición	
  del	
  morfogen	
  Shh	
  (Martínez	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

	
  

Se	
  han	
   testado	
   los	
  efectos	
  de	
   las	
  MPShh+	
  en	
  diferentes	
  modelos	
  

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

se	
  observó	
  que	
  la	
  inyección	
  de	
  MPShh+	
  a	
  ratones,	
  por	
  un	
  período	
  de	
  

tan	
  solo	
  24	
  horas,	
  era	
  capaz	
  de	
  inducir	
  la	
  producción	
  de	
  NO	
  en	
  CE	
  y	
  

en	
   diferentes	
   tejidos	
   de	
   forma	
   dependiente	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
  

señalización	
   Shh,	
   a	
   través	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   las	
   quinasas	
   PI3K	
   y	
  

ERK	
   (Fleury	
   et	
   al.,	
   2014).	
   De	
   la	
   misma	
   manera,	
   las	
   MPShh+	
   eran	
  

capaces	
   de	
   aumentar	
   la	
   relajación	
   dependiente	
   del	
   endotelio	
   en	
  

anillos	
   aórticos	
   de	
   ratones	
   normales	
   y	
   de	
   reducir	
   la	
   disfunción	
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endotelial	
   en	
   arterias	
   coronarias	
   sujetas	
   a	
   isquemia/reperfusión	
  

(Agouni	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Soleti	
  and	
  Martínez,	
  2012)	
  (Figura	
  17).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

En	
   estudios	
   in	
   vitro,	
   las	
   MPShh+	
   fueron	
   capaces	
   de	
   inducir	
  

angiogénesis	
   en	
   células	
   endoteliales	
   de	
   vena	
   de	
   cordón	
   umbilical	
  

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

Las	
  MPShh+	
   incrementaron	
   los	
   niveles	
   de	
  mRNA	
  de	
   varios	
   factores	
  

proangiogénicos	
   como	
   el	
   VEGF,	
   angiopoietinas,	
   el	
   factor	
   de	
  

Figura	
  17.	
  Efectos	
  de	
  las	
  micropartículas	
  que	
  contienen	
  Sonic	
  Hedgehog	
  en	
  
células	
   endoteliales.	
   Las	
   MPShh+	
   son	
   capaces	
   de	
   generar	
   efectos	
  
antiapoptóticos,	
   proteger	
   la	
   vasculatura,	
   formar	
   capilares	
   e	
   incrementar	
   la	
  
capacidad	
  adhesiva	
  de	
  CE.	
  Imagen	
  tomada	
  de	
  Fleury	
  et	
  al.,	
  2014.	
  



Introducción 

 49 

crecimiento	
  hepático,	
   la	
   interleuquina	
  1β,	
   la	
  metaloproteinasa	
  1	
  y	
  

redujeron	
  la	
  expresión	
  de	
  factores	
  antiangiogénicos	
  como	
  el	
  factor	
  

de	
   crecimiento	
   transformante	
  β.	
   Estos	
   resultados	
   sugieren	
  que	
  el	
  

efecto	
   de	
   las	
  MPShh+	
   se	
   produce	
   sobre	
   numerosas	
   dianas	
   génicas	
  

que	
  regulan	
  el	
  proceso	
  angiogénico	
  en	
  diferentes	
  fases.	
  Asimismo,	
  

las	
   MPShh+	
   aumentan	
   la	
   capacidad	
   de	
   adhesión	
   e	
   inducen	
   la	
  

formación	
   de	
   fibras	
   de	
   estrés	
   en	
   CE	
   de	
   manera	
   dependiente	
   de	
  

SMO	
   y	
   de	
   RHO	
   quinasa	
   (Soleti	
   and	
  Martínez,	
   2012;	
   Soleti	
   et	
   al.,	
  

2009)	
   (Figura	
   17),	
   probablemente	
   mediados	
   a	
   través	
   de	
   la	
  

activación	
  de	
  las	
  rutas	
  de	
  señalización	
  Shh	
  no	
  canónicas	
  (Chinchilla	
  

et	
  al.,	
  2010).	
  

	
  

En	
   el	
  modelo	
   de	
   isquemia	
  murino,	
   la	
   administración	
   de	
  MPShh+	
  

durante	
  21	
  días	
  era	
  capaz	
  de	
  aumentar	
  la	
  densidad	
  vascular	
  en	
  las	
  

extremidades	
   isquémicas	
   y	
   la	
   producción	
   endógena	
   de	
   Shh	
   en	
   el	
  

músculo	
   esquelético	
   a	
   través	
   de	
   un	
   mecanismo	
   dependiente	
   de	
  

SMO.	
  Junto	
  a	
  estos	
  efectos	
  se	
  observó	
  un	
  amento	
  de	
  la	
  activación	
  

de	
   la	
   eNOS	
   tanto	
   en	
   aortas	
   como	
   en	
   el	
   músculo	
   esquelético,	
   así	
  

como	
   un	
   aumento	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   algunos	
   factores	
   de	
  

crecimiento	
   pro-­‐angiogénicos	
   (Benameur	
   et	
   al.,	
   2010a;	
   Fleury	
   et	
  

al.,	
  2014).	
  	
  

	
  

Finalmente,	
   se	
   ha	
   observado	
   como	
   las	
   MPShh+	
   son	
   capaces	
   de	
  

proteger	
   a	
   las	
   CE	
   del	
   proceso	
   apoptótico	
   inducido	
   por	
   la	
  

actinomicina	
   D	
  mediante	
   una	
   disminución	
   del	
   contenido	
   de	
   DNA	
  

hipodiploide,	
   una	
   disminución	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   las	
   caspasa-­‐3	
   y	
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un	
   incremento	
   de	
   la	
   expresión	
   del	
   ratio	
   BCL2/BAX.	
   Además	
   se	
  

observó	
   como	
   las	
   MPShh+	
   transportan	
   enzimas	
   antioxidantes	
   que	
  

son	
   capaces	
   de	
   regular	
   la	
   expresión	
   del	
   enzima	
   antioxidante	
  

manganeso	
   superóxido	
   dismutasa	
   (Soleti	
   et	
   al.,	
   2012)	
   .	
   En	
   este	
  

mismo	
  estudio	
   se	
  observó	
  como	
   las	
  MPShh+	
   son	
   internalizadas	
  por	
  

HUVEC	
  una	
  hora	
  después	
  de	
  haber	
  iniciado	
  el	
  tratamiento.	
  En	
  otro	
  

estudio	
  más	
  reciente,	
  además	
  del	
  efecto	
  de	
  Shh	
  sobre	
  la	
  capacidad	
  

vasculogénica	
  y	
   la	
   función	
  endotelial	
  en	
  CE,	
   se	
  ha	
  demostrado	
  un	
  

efecto	
   cardioprotector	
   ejercido	
   directamente	
   sobre	
   los	
  

cardiomiocitos	
  (Paulis	
  et	
  al.,	
  2015).	
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Nuestra	
  hipótesis	
  se	
  basa	
  en	
  que	
  en	
  pacientes	
  con	
  IAM,	
  los	
  niveles	
  de	
  

CEC	
  y	
  CPE	
  circulantes	
  varían	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  seis	
  meses	
  de	
  evolución	
  clínica,	
  

coincidiendo	
   con	
   las	
   fases	
   de	
   daño	
   vascular	
   y	
   regeneración	
   endotelial,	
  

respectivamente.	
   Además,	
   las	
   CPE	
   aisladas	
   de	
   sangre	
   periférica	
   y	
  

mantenidas	
   en	
   cultivo	
   reproducirían	
   las	
   características	
   fenotípicas	
   y	
  

funcionales	
   de	
   células	
   endoteliales	
   maduras	
   y,	
   durante	
   la	
   evolución	
  

clínica	
  del	
  paciente,	
  modificarían	
  su	
  capacidad	
   funcional	
  para	
   favorecer	
  

el	
   establecimiento	
   de	
   un	
   endotelio	
   regenerado.	
   Finalmente,	
   el	
  

tratamiento	
  de	
  CPE	
  aisladas	
  de	
  sangre	
  periférica	
  y	
  mantenidas	
  en	
  cultivo	
  

con	
  MPShh+	
  mejorarían	
  la	
  función	
  regenerativa	
  de	
  las	
  CPE.	
  

	
  





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 Objetivos	
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1. 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	
  evolución	
  clínica.	
  

	
  

2. El	
   establecimiento	
   de	
   un	
   protocolo	
   óptimo	
   de	
   aislamiento	
   de	
  

CPE	
   de	
   sangre	
   periférica	
   que	
   permita	
   la	
   obtención	
   y	
   expansión	
  

de	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   con	
   características	
   fenotípicas	
   y	
   funcionales	
  

similares	
  a	
  las	
  de	
  células	
  endoteliales	
  maduras	
  (HUVEC).	
  

	
  

3. El	
   estudio	
   comparativo	
   de	
   las	
   características	
   funcionales	
   de	
   las	
  

CPE	
   en	
   cultivo	
   aisladas	
   de	
   individuos	
   sanos	
   y	
   de	
   pacientes	
   con	
  

IAM	
  a	
  distintos	
  tiempos,	
  en	
  términos	
  de	
  adhesión,	
  proliferación,	
  

crecimiento	
  y	
  vasculogénesis.	
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4. El	
  estudio	
  del	
  efecto	
  de	
  las	
  MPShh+	
  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	
   ratón	
  

inmunodeficiente)	
   y	
   la	
   implicación	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
  

Hedgehog.	
  

	
  

5. El	
  análisis	
  de	
   la	
   interacción	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  Hedgehog	
  

con	
  la	
  producción	
  de	
  NO	
  y	
  la	
  reorganización	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  

actina	
   en	
   CPE	
   en	
   cultivo	
   aisladas	
   de	
   sangre	
   periférica	
   tratadas	
  

con	
  MPShh+.	
  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Material	
  y	
  métodos	
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Este	
  estudio	
  fue	
  aprobado	
  por	
  el	
  comité	
  ético	
  de	
  la	
  Fundación	
  para	
  la	
  

Investigación	
   del	
   Hospital	
   Clínico	
   Universitario	
   de	
   Valencia	
   (FIHCUV)	
   y	
  

cumple	
   con	
   los	
   principios	
   éticos	
   contemplados	
   en	
   la	
   Declaración	
   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.	
   Correlación	
   con	
   la	
   función	
   endotelial	
   y	
   la	
  

evolución	
  clínica”.	
  	
  

	
  

4.1 Población	
  de	
  estudio	
  
Durante	
  el	
  período	
  comprendido	
  entre	
   febrero	
  de	
  2009	
  hasta	
   julio	
  

del	
  2012	
  se	
  incluyeron	
  en	
  el	
  estudio	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  y	
  sujetos	
  sanos	
  

por	
   el	
   Servicio	
   de	
   Cardiología	
   del	
   Hospital	
   Clínico	
   Universitario	
   de	
  

Valencia.	
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Se	
  reclutaron	
  50	
  pacientes	
  de	
  edad	
  igual	
  o	
  inferior	
  a	
  75	
  años	
  con	
  un	
  

primer	
   episodio	
   de	
   cardiopatía	
   isquémica,	
   que	
   ingresaron	
   por	
  

síndrome	
  coronario	
  agudo	
  y	
  troponinas	
  positivas.	
  Para	
  ser	
  incluidos	
  en	
  

este	
  estudio,	
  los	
  pacientes	
  debían	
  presentar	
  1	
  o	
  más	
  factores	
  de	
  riesgo	
  

cardiovascular.	
   Además,	
   podían	
   ser	
   incluidos	
   pacientes	
   con	
   historia	
  

previa	
  de	
  accidente	
  vascular	
  cerebral	
  que	
  no	
  tomaran	
  estatinas.	
  Tras	
  el	
  

cateterismo,	
   sólo	
   se	
   incluyeron	
   aquellos	
   pacientes	
   con	
   enfermedad	
  

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

	
  

Como	
   criterios	
   de	
   exclusión	
   se	
   establecieron:	
   pacientes	
   con	
  

síndrome	
   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	
   evolución	
   clínica.	
   La	
   primera	
  

muestra	
   de	
   sangre	
   se	
   obtuvo	
   durante	
   las	
   primeras	
   24	
   horas	
   tras	
   ser	
  

diagnosticados	
   con	
   IAM.	
   La	
   segunda	
   muestra	
   se	
   obtuvo	
   30	
   días	
  

después	
  del	
  infarto.	
  La	
  tercera	
  muestra	
  se	
  obtuvo	
  6	
  meses	
  después	
  del	
  

infarto.	
  	
  

	
  

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

cardiopatía	
   isquémica	
   ni	
   antecedentes	
   cardiovasculares,	
   emparejados	
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en	
  sexo	
  y	
  edad	
  (±	
  3	
  años)	
  con	
  los	
  pacientes	
  con	
  IAM.	
  En	
  este	
  grupo	
  de	
  

individuos	
  se	
  realizó	
  una	
  única	
  toma	
  de	
  sangre.	
  	
  

	
  

Las	
  muestras	
  de	
  sangre	
  extraídas	
  en	
  este	
  trabajo	
  se	
  destinaron	
  para	
  

diferentes	
  fines.	
  En	
  primer	
  lugar,	
  los	
  primeros	
  6	
  mL	
  se	
  descartaron	
  para	
  

evitar	
   una	
   contaminación	
   de	
   las	
   muestras	
   de	
   sangre	
   con	
   CE	
  

desprendidas	
  durante	
  el	
  proceso	
  de	
  venopunción	
  y	
  se	
  destinaron	
  para	
  la	
  

determinación	
  de	
  diferentes	
  parámetros	
  bioquímicos.	
  El	
  resto	
  de	
  sangre	
  

extraída	
   se	
   destinó,	
   por	
   una	
   parte,	
   a	
   la	
   determinación	
   del	
   número	
   de	
  

CPE	
  circulantes	
  y	
  CEC;	
  por	
  otra,	
  a	
  la	
  obtención	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE.	
  	
  

	
   	
  



Material y métodos 
 

 64 

4.2 Cultivos	
  celulares	
  	
  

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

de	
  origen	
  humano.	
  

4.2.1 Células	
   endoteliales	
   de	
   vena	
   de	
   cordón	
   umbilical	
  

humano	
  

Los	
   cordones	
   umbilicales	
   de	
   recién	
   nacidos	
   se	
   obtuvieron	
   del	
  

Servicio	
   de	
   Obstetricia	
   y	
   Ginecología	
   del	
   Hospital	
   Clínico	
  

Universitario	
   de	
   Valencia	
   con	
   el	
   consentimiento	
   informado	
   de	
   las	
  

donantes.	
  

	
  

El	
   aislamiento	
   y	
   posterior	
   cultivo	
   de	
   las	
  HUVEC,	
   se	
   realizó	
   tal	
   y	
  

como	
   se	
   describe	
   en	
   (Monsalve	
   et	
   al.,	
   2007)	
   con	
   algunas	
  

modificaciones.	
   Tras	
   el	
   parto,	
   los	
   cordones	
   umbilicales	
   se	
  

mantuvieron	
   en	
   una	
   solución	
   de	
   tampón	
   fosfato	
   (PBS)	
   (Sigma-­‐

Aldrich,	
   Tres	
   Cantos,	
   España)	
   a	
   4°C	
   hasta	
   su	
   posterior	
   procesado.	
  

Inicialmente,	
   los	
   cordones	
   se	
   lavaron	
  externamente	
   con	
  PBS	
  para	
  

eliminar	
   posibles	
   restos	
   de	
   sangre.	
   A	
   continuación	
   la	
   vena	
   se	
  

canuló	
   y	
   se	
   lavó	
   internamente	
   con	
   una	
   solución	
   de	
   PBS	
   para	
  

eliminar	
   completamente	
   restos	
   de	
   sangre	
   de	
   su	
   interior.	
   Tras	
   el	
  

lavado,	
  se	
   introdujo	
  una	
  solución	
  de	
  colagenasa	
   (0,1	
  mg/mL)	
   (Life	
  

Technologies,	
   Alcobendas,	
   España)	
   y	
   se	
   incubó	
   durante	
   15	
  min	
   a	
  

37°C.	
   Las	
   CE	
   desprendidas	
   tras	
   el	
   tratamiento	
   enzimático	
   se	
  

recuperaron	
   con	
   un	
   lavado	
   adicional	
   con	
   medio	
   M199	
   (Life	
  

Technologies)	
   enriquecido	
   con	
   suero	
   bovino	
   fetal	
   (SBF)	
   (Life	
  

Technologies)	
  al	
  20%	
  en	
  un	
  tubo	
  cónico.	
  La	
  solución	
  que	
  contenía	
  

las	
  CE	
  se	
  centrifugó	
  700	
  g	
  durante	
  5	
  min	
  y	
  el	
  pellet	
  se	
  resuspendió	
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en	
   medio	
   endotelial	
   específico	
   EBM-­‐2	
   (Lonza,	
   Verviers,	
   Bélgica)	
  

enriquecido	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  EGM-­‐2	
  (Lonza).	
  Las	
  células	
  

se	
   sembraron	
   en	
   frascos	
   de	
   cultivo	
   de	
   25	
   cm2.	
   La	
   morfología	
  

adoquinada	
   se	
   determinó	
   mediante	
   microscopía	
   óptica	
   y	
   el	
  

fenotipo	
   endotelial	
   mediante	
   la	
   expresión	
   del	
   factor	
   von	
  

Willebrand	
   (Abcam,	
   Cambridge,	
   Reino	
   Unido).	
   Para	
   la	
   realización	
  

de	
  los	
  experimentos	
  de	
  funcionalismo	
  celular	
  se	
  utilizaron	
  cultivos	
  

de	
  HUVEC	
  del	
  4º	
  al	
  6º	
  pase.	
  	
  

	
  

4.2.2 Células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  	
  

Durante	
   el	
   proceso	
   de	
   aislamiento	
   y	
   cultivo	
   de	
   las	
   CPE	
   se	
  

identificaron	
   diferentes	
   puntos	
   críticos	
   que	
   se	
   describen	
   a	
  

continuación	
  así	
  como	
  las	
  diferentes	
  condiciones	
  testadas	
  para	
  cada	
  

uno	
   de	
   ellos.	
   La	
   puesta	
   a	
   punto	
   del	
   protocolo	
   específico	
   utilizado	
  

para	
  el	
  aislamiento	
  y	
  cultivo	
  de	
  las	
  CPE	
  se	
  presenta	
  en	
  la	
  sección	
  de	
  

Resultados.	
  	
  

	
  

4.2.2.1 Obtención	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  sangre	
  

Las	
   muestras	
   de	
   sangre	
   periférica	
   de	
   sujetos	
   sanos	
   y	
   de	
  

pacientes	
   con	
   IAM	
   se	
   obtuvieron	
   por	
   venopunción,	
   en	
   tubos	
  

tratados	
  con	
  distintos	
  anticoagulantes.	
  Para	
  la	
  determinación	
  de	
  

las	
   condiciones	
   óptimas	
   para	
   el	
   cultivo	
   de	
   CPE	
   se	
   testaron	
  

diferentes	
   volúmenes	
   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	
   determinación	
   del	
   mejor	
   anticoagulante	
   para	
   la	
  

extracción	
   de	
   las	
   muestras	
   de	
   sangre	
   se	
   estudiaron	
   tres	
  

anticoagulantes	
  diferentes,	
   la	
  heparina,	
   el	
   citrato	
  de	
   sodio	
   y	
  

el	
   ácido	
   etilendiaminotetraacético	
   (EDTA),	
   todos	
   ellos	
   de	
  

Becton	
  Dickinson.	
  

	
  

4.2.2.1.2 Volumen	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  sangre	
  

La	
  concentración	
  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	
   volúmenes	
   de	
   sangre	
   de	
   10,	
   20	
   y	
   30	
   mL	
   para	
  

determinar	
   el	
   mínimo	
   volumen	
   de	
   sangre	
   que	
   permitiera	
  

obtener	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  con	
  un	
  alto	
  rendimiento.	
  

	
  

Tras	
   la	
   extracción,	
   las	
   muestras	
   de	
   sangre	
   se	
  

centrifugaron	
   en	
   gradiente	
   de	
   densidad	
   (Lymphoprep,	
   Axis-­‐

shield,	
   Oslo,	
   Noruega)	
   a	
   razón	
   de	
   volúmenes	
   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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4.2.2.1.3 Tiempo	
   transcurrido	
   desde	
   la	
   obtención	
   de	
  

las	
  muestras	
  de	
  sangre	
  hasta	
  su	
  procesado	
  

Para	
  determinar	
   si	
   con	
  el	
   transcurso	
  del	
   tiempo	
  desde	
   la	
  

obtención	
   de	
   las	
   muestras	
   la	
   viabilidad	
   celular	
   podía	
  

disminuir	
  se	
  testaron	
  dos	
  tiempos	
  de	
  procesado,	
  a	
  las	
  2	
  horas	
  

y	
  a	
  las	
  24	
  horas	
  después	
  de	
  la	
  extracción.	
  

	
  

4.2.2.2 Condiciones	
  de	
  cultivo	
  testadas	
  

Parte	
   de	
   los	
   puntos	
   críticos	
   identificados	
   en	
   el	
   proceso	
   de	
  

aislamiento	
   y	
   cultivo	
   de	
   CPE	
   se	
   hallaron	
   en	
   las	
   condiciones	
  

específicas	
   utilizadas	
   durante	
   en	
   el	
   cultivo	
   celular.	
   De	
   esta	
  

manera,	
  testamos	
  las	
  siguientes	
  condiciones	
  de	
  cultivo:	
  

	
  

SANGRE'

LYMPHOPREP'

PLASMA&+&&
PLAQUETAS&

CMN&

ERITROCITOS&

LYMPHOPREP&

Sangre'periférica'

Figura	
  18.	
  Esquema	
  representativo	
  de	
  trabajo	
  desde	
  la	
  obtención	
  de	
  las	
  
muestras	
  de	
  sangre	
  hasta	
  su	
  procesado	
  para	
  la	
  obtención	
  de	
  las	
  células	
  
mononucleadas.	
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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	
   específicamente	
   a	
   las	
   CPE	
   que	
  

finalmente	
  van	
  a	
  diferenciarse	
  a	
  CE	
  con	
  un	
  fenotipo	
  maduro.	
  

Tras	
   una	
   extensa	
   revisión	
   bibliográfica	
   decidimos	
   testar	
   dos	
  

de	
  las	
  matrices	
  más	
  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	
   había	
   un	
   consenso	
   claro	
   en	
   cuanto	
   al	
  

enriquecimiento	
   de	
   este	
   medio	
   con	
   SBF.	
   En	
   el	
   presente	
  

trabajo	
   se	
   testaron	
   dos	
   concentraciones	
   diferentes	
   de	
   SBF.	
  

Así	
   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 Caracterización	
   de	
   los	
   cultivos	
   de	
   células	
   progenitoras	
  

endoteliales	
  	
  

Los	
   cultivos	
  de	
  CPE	
  obtenidos	
   se	
   sometieron	
  a	
  diferentes	
  estudios	
  

que	
   a	
   continuación	
   se	
   detallan	
   con	
   la	
   finalidad	
   de	
   determinar	
   su	
  

fenotipo.	
   Para	
   ello	
   se	
   hizo	
   uso	
   de	
   diferentes	
   técnicas	
   como	
   la	
  

citometría	
  de	
  flujo	
  y	
  la	
  microscopía	
  de	
  fluorescencia.	
  

	
  

4.3.1 Caracterización	
  de	
  los	
  cultivos	
  de	
  células	
  progenitoras	
  

endoteliales	
  por	
  citometría	
  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	
  razón	
  de	
  106	
  células/mL.	
  A	
  continuación,	
  

105	
   células	
   se	
   incubaron	
   durante	
   15	
   min	
   con	
   los	
   siguientes	
  

anticuerpos	
   individualmente	
   (Tabla	
   2)	
   o	
   con	
   su	
   correspondiente	
  

control	
  isotípico	
  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	
  caracterización	
  de	
  los	
  
cultivos	
  de	
  CPE	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo.	
  PE	
  (Ficoeritrina);	
  FITC	
  
(isotiocianato	
   de	
   fluoresceína);	
   PerCP	
   (proteína	
   clorofila	
  
peridinina).	
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Tras	
   el	
   periodo	
   de	
   incubación	
   se	
   analizó	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
  

marcadores	
   en	
   un	
   total	
   de	
   20000	
   células.	
   Las	
   muestras	
   fueron	
  

analizadas	
   por	
   el	
   Servicio	
   de	
   Citometría	
   de	
   la	
   Unidad	
   Central	
   de	
  

Investigación	
   de	
   Medicina	
   (UCIM)	
   de	
   la	
   Universidad	
   de	
   Valencia	
  

con	
  el	
   citómetro	
   FACSVerse	
   (Becton	
  Dickinson,	
  Madrid,	
   España)	
   y	
  

el	
   software	
   BD	
   FACSuite	
   (Becton	
   Dickinson).	
   Los	
   resultados	
   se	
  

mostraron	
   como	
  histogramas	
   con	
  número	
  de	
   células	
   en	
  el	
   eje	
  de	
  

las	
  ordenadas	
  e	
  intensidad	
  de	
  fluorescencia	
  en	
  las	
  abscisas	
  (Figura	
  

19).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

4.3.2 Caracterización	
  de	
  los	
  cultivos	
  de	
  células	
  progenitoras	
  

endoteliales	
  por	
  microscopia	
  de	
  fluorescencia	
  

Para	
   determinar	
   el	
   fenotipo	
   endotelial	
   de	
   las	
   CPE	
   aisladas,	
   por	
  

microscopía	
  de	
   fluorescencia	
   se	
  analizó	
   la	
   capacidad	
  de	
  éstas	
  para	
  

captar	
  LDL	
  acetilada	
  (acLDL)	
  y	
  la	
  capacidad	
  de	
  la	
  aglutinina	
  de	
  Ulex	
  

europaeus	
  de	
  unirse	
  a	
  glicocompuestos,	
  que	
  contienen	
  α-­‐L-­‐fucosa,	
  

presentes	
  en	
  las	
  CE	
  (Holthofer	
  et	
  al.,	
  1982;	
  Voyta	
  et	
  al.,	
  1984).	
  	
  

	
  

Figura	
   19.	
   Caracterización	
  
fenotípica	
   de	
   los	
   cultivos	
   de	
  
CPE	
   por	
   citometría	
   de	
   flujo.	
  
Histograma	
   representativo	
   de	
  
los	
   resultados	
   obtenidos	
   por	
  
citometría	
   de	
   flujo.	
   En	
   gris,	
  
células	
   marcadas	
   con	
   los	
  
controles	
   isotípicos;	
   en	
   negro,	
  
las	
   células	
   incubadas	
   con	
  
anticuerpo.	
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Para	
   ello,	
   las	
   CPE	
   en	
   cultivo	
   se	
   incubaron	
   con	
   2µg/mL	
   de	
   acLDL	
  

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	
   fácilmente,	
  

observándose	
  pequeñas	
  vesículas	
  en	
  el	
   interior	
  celular	
  que	
  emiten	
  

una	
   fluorescencia	
  dentro	
  de	
   la	
   región	
  del	
   rojo	
  del	
  espectro	
  visible.	
  

Tras	
  esta	
  incubación,	
  las	
  células	
  fueron	
  lavadas	
  dos	
  veces	
  con	
  PBS	
  y	
  

fijadas	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  durante	
  15	
  min	
  con	
  una	
  solución	
  de	
  

paraformaldehído	
  al	
  4%	
  en	
  PBS.	
  	
  

	
  

Una	
  vez	
  fijadas,	
  se	
  incubaron	
  con	
  10	
  µg/mL	
  de	
  aglutinina	
  de	
  Ulex	
  

europaeus	
   marcada	
   con	
   FITC	
   (Sigma-­‐Aldrich)	
   durante	
   una	
   hora	
   a	
  

temperatura	
  ambiente.	
  El	
  FITC	
  emite	
  fluorescencia	
  en	
  la	
  región	
  del	
  

verde	
   del	
   espectro	
   visible.	
   Los	
   núcleos	
   celulares	
   se	
   marcaron	
   con	
  

4’,6-­‐diamino-­‐2-­‐fenilindol	
   (DAPI)	
   (Sigma-­‐Aldrich).	
   Este	
   compuesto	
  

emite	
  fluorescencia	
  en	
  la	
  región	
  del	
  azul	
  del	
  espectro	
  visible.	
  

	
  

Las	
  muestras	
  teñidas	
  se	
  observaron	
  al	
  microscopio	
  confocal	
  Leica	
  

SP2	
   (Leica,	
   Barcelona,	
   España)	
   del	
   Servicio	
   de	
   Microscopía	
   de	
   la	
  

UCIM	
   de	
   la	
   Universidad	
   de	
   Valencia.	
   Las	
   imágenes	
   se	
   obtuvieron	
  

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

	
  

Mediante	
   microscopía	
   de	
   fluorescencia	
   se	
   determinó	
   la	
  

expresión	
  del	
  vWF	
  en	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  obtenidos.	
  Para	
  ello,	
  las	
  CPE	
  

se	
   fijaron	
   con	
   una	
   solución	
   de	
   paraformaldehído	
   al	
   4%	
   en	
   PBS	
  

durante	
  15	
  min	
  a	
   temperatura	
  ambiente.	
  Después	
  del	
  proceso	
  de	
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fijación	
   las	
   células	
   fueron	
   permeabilizadas	
   con	
   Triton	
   X-­‐100	
   al	
  

0,25%	
   en	
   PBS	
   durante	
   30	
   min.	
   A	
   continuación,	
   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	
  

región	
   del	
   verde	
   del	
   espectro	
   visible.	
   Los	
   núcleos	
   celulares	
   se	
  

marcaron	
  con	
  DAPI.	
  Las	
  imágenes	
  se	
  obtuvieron	
  en	
  el	
  microscopio	
  

de	
   fluorescencia	
   invertido	
   Nikon	
   Eclipse	
   Ti	
   (Nikon,	
   Valencia,	
  

España)	
   con	
   el	
   objetivo	
   10X	
   (magnificación	
   total	
   100X)	
   y	
   con	
   la	
  

cámara	
  digital	
  Nikon	
  Ds-­‐QiMic	
  (Nikon).	
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4.4 Determinación	
  de	
  la	
  función	
  celular	
  	
  

En	
  el	
  presente	
   trabajo,	
   la	
   función	
  de	
   las	
  CE	
   se	
  analizó	
  mediante	
   la	
  

determinación	
  de	
  las	
  capacidades	
  de	
  crecimiento,	
  de	
  proliferación,	
  de	
  

adhesión,	
  	
  de	
  vasculogénesis	
  (in	
  vivo	
  e	
  in	
  vitro)	
  y	
  de	
  producción	
  de	
  NO.	
  

A	
   continuación	
   se	
   detallan	
   los	
   protocolos	
   utilizados	
   para	
   la	
  

determinación	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  estas	
  capacidades	
  celulares.	
  	
  

	
  

4.4.1 Adhesión	
  celular	
  

Los	
   experimentos	
   de	
   adhesión	
   se	
   realizaron	
   en	
   placas	
   con	
  

cuadrícula	
   de	
   4	
   mm2	
   (Nunc,	
   Madrid,	
   España)	
   pretratadas	
   con	
  

fibronectina	
   (2,5	
   µg/cm2).	
   Inicialmente	
   se	
   sembraron	
   5·∙104	
   células	
  

por	
  placa	
  y	
  se	
  incubaron	
  a	
  37°C	
  y	
  5%	
  de	
  CO2	
  durante	
  30	
  min.	
  Tras	
  el	
  

período	
  de	
   incubación	
   se	
  eliminaron	
  aquellas	
   células	
  no	
  adheridas	
  

mediante	
  dos	
  lavados	
  con	
  PBS	
  y	
  se	
  contaron	
  6	
  cuadrículas	
  elegidas	
  

al	
   azar	
   por	
   dos	
   investigadores	
   independientes.	
   Los	
   resultados	
   se	
  

muestran	
   como	
   porcentaje	
   de	
   células	
   adheridas	
   en	
   relación	
   al	
  

número	
  total	
  de	
  células	
  sembradas.	
  

	
  

4.4.2 Proliferación	
  celular	
  

La	
  proliferación	
  celular	
  se	
  midió	
  por	
  citometría	
  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	
  distribución	
  de	
  

una	
   población	
   celular	
   en	
   las	
   diferentes	
   fases	
   del	
   ciclo	
   celular.	
  

Asimismo	
  y	
  en	
   función	
  de	
   la	
   intensidad	
  de	
   fluorescencia	
  del	
   IP,	
   se	
  

pueden	
   distinguir	
   células	
   en	
   fase	
   G0/G1	
   que	
   contienen	
   una	
   sola	
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copia	
  de	
  todo	
  el	
  DNA	
  celular,	
  células	
  en	
  interfase	
  o	
  fase	
  de	
  síntesis	
  

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

(Figura	
  20).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

En	
  primer	
   lugar	
   los	
  cultivos	
  se	
  sincronizaron	
  manteniéndolos	
  en	
  

medio	
   de	
   ayuno,	
   medio	
   199	
   sin	
   SBF,	
   durante	
   48	
   horas.	
   A	
  

continuación	
   los	
   cultivos	
   se	
   estimularon	
   durante	
   18	
   horas	
   con	
  

medio	
   de	
   cultivo	
   endotelial	
   EGM-­‐2.	
   Finalizado	
   este	
   tiempo	
   las	
  

células	
   se	
   recuperaron	
   con	
   una	
   solución	
   de	
   tripsina	
   al	
   0,05%,	
   se	
  

fijaron	
  con	
  etanol	
  al	
  70%	
  y	
  se	
  tiñeron	
  con	
  el	
  kit	
  comercial	
  PI-­‐RNase	
  

(Immunostep)	
  siguiendo	
  las	
  instrucciones	
  del	
  fabricante.	
  

	
  

Una	
   vez	
   teñidas,	
   el	
   ciclo	
   celular	
   se	
   examinó	
   por	
   citometría	
   de	
  

flujo	
  con	
  el	
  citómetro	
  FC500	
  (Beckman	
  Coulter,	
  Madrid,	
  España)	
  y	
  

los	
  resultados	
  fueron	
  analizados	
  con	
  el	
  software	
  Infinicyt	
  (Cytognos	
  

S.A.,	
   Salamanca,	
   España).	
   Los	
   resultados	
   se	
   presentaron	
   como	
  

Intensidad)de)Fluorescencia)
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m
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Figura	
   20.	
   Histograma	
   representativo	
   de	
   los	
   resultados	
   obtenidos	
   por	
  
citometría	
  de	
  flujo	
  para	
  el	
  análisis	
  del	
  ciclo	
  celular.	
  En	
  azul,	
  células	
  en	
  fase	
  
G0/G1;	
  en	
  verde,	
  células	
  en	
  interfase	
  (S)	
  y	
  en	
  rojo,	
  células	
  en	
  mitosis	
  (M).	
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porcentaje	
   de	
   células	
   en	
   proliferación	
   (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·∙104	
   células/pocillo	
  

para	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  cultivos	
  en	
  medio	
  endotelial	
  específico	
  EGM-­‐2.	
  

24	
   horas	
   después	
   se	
   realizó	
   el	
   recuento	
   de	
   células	
   en	
   uno	
   de	
   los	
  

pocillos	
  y	
  se	
  cambió	
  el	
  medio	
  de	
  cultivo	
  en	
  los	
  restantes.	
  El	
  proceso	
  

se	
  repitió	
  durante	
  6	
  días	
  seguidos.	
  	
  

	
  

Para	
   el	
   recuento	
   celular,	
   las	
   células	
   se	
   recogieron	
   mediante	
   el	
  

tratamiento	
  con	
  tripsina	
  al	
  0,05%	
  y	
  se	
  resuspendieron	
  en	
  100	
  µL	
  de	
  

Azul	
   Tripán.	
   Las	
   células	
   se	
   contaron	
   en	
   la	
   cámara	
   de	
   Neubauer	
  

modificada	
  y	
  los	
  resultados	
  se	
  expresaron	
  como	
  número	
  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	
   población	
   celular	
   por	
   que	
   las	
   células	
   han	
  

alcanzado	
  confluencia.	
  

 

4.4.4 Capacidad	
  vasculogénica	
  in	
  vitro	
  

La	
   capacidad	
   vasculogénica	
   celular	
   se	
   determinó	
   mediante	
   el	
  

ensayo	
   in	
   vitro	
   de	
   Matrigel	
  ®	
   (Becton	
   Dickinson)	
   tal	
   y	
   como	
   se	
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describió	
   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	
  diluyó	
  a	
   razón	
  1:1	
  con	
  medio	
  de	
  

cultivo	
  EGM-­‐2	
  completo	
   libre	
  de	
  SBF.	
  Se	
  añadieron	
  200	
  µL	
  de	
  esta	
  

preparación	
   por	
   cada	
   pocillo	
   en	
   placas	
   de	
   24	
   pocillos	
   y	
   se	
   dejó	
  

solidificar	
   a	
   37°C	
   durante	
   30	
   min.	
   A	
   continuación	
   se	
   sembraron	
  

1.5·∙105	
   células	
   por	
   pocillo	
   y	
   se	
   incubaron	
   durante	
   24	
   horas.	
   En	
   el	
  

caso	
  de	
  que	
  este	
  experimento	
   se	
   realizara	
   con	
   la	
   adición	
  de	
  algún	
  

tratamiento,	
   éste	
   se	
   añadió	
   una	
   hora	
   después	
   de	
   la	
   siembra	
   y	
   se	
  

incubó	
   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	
  (magnificación	
  total	
  40X)	
  y	
  con	
  la	
  

cámara	
   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	
  (µm)	
  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	
   cm2	
  

hasta	
   que	
   se	
   obtuvieron	
   cultivos	
   confluentes	
   y	
   se	
   recogieron	
   con	
  

una	
   solución	
  de	
   tripsina	
  al	
   0.05%.	
  Por	
  otra	
  parte,	
   al	
  Matrigel	
   se	
   le	
  

añadieron	
   los	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   del	
   EGM-­‐2	
   single	
   quots	
  

(Lonza).	
   La	
   preparación	
   de	
   los	
   implantes	
   de	
   Matrigel	
   se	
   logró	
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mezclando	
   300	
   µL	
   de	
   Matrigel	
   enriquecido	
   con	
   los	
   factores	
   de	
  

crecimiento	
   y	
   7.5·∙105	
   células,	
  manteniéndolo	
   en	
   todo	
  momento	
   a	
  

4°C.	
  Una	
  vez	
  preparados,	
   los	
   implantes	
  de	
  Matrigel	
   con	
   las	
  CPE	
   se	
  

inyectaron	
   subcutáneamente	
   en	
   la	
   zona	
   dorsal	
   de	
   ratones	
   nude	
  

RjOrl:NMRI-­‐Foxn1nu/Foxn1nu	
   (Janvier,	
   Le	
   Genest-­‐Saint-­‐Isle,	
  

Francia).	
   Tras	
   7	
   días	
   los	
   ratones	
   se	
   sacrificaron	
   y	
   se	
   extrajeron	
   los	
  

implantes	
   que	
   se	
   homogenizaron	
   en	
   solución	
   de	
   lisis	
   (17	
  mM	
   Tris	
  

HCl	
   0,75%	
   NH4	
   pH	
   7.6)	
   durante	
   18	
   horas	
   a	
   4°C.	
   Finalmente	
   se	
  

determinó	
   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 Producción	
  de	
  óxido	
  nítrico	
  

La	
  producción	
  de	
  NO	
  en	
  células	
  en	
  cultivo	
  se	
  determinó	
  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	
  

difusión	
  al	
  exterior	
  de	
  la	
  célula	
  a	
  través	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática.	
  

Cuando	
   la	
   sonda	
   interacciona	
   con	
   el	
   NO	
   producido	
   en	
   el	
   interior	
  

celular	
   emite	
   una	
   fluorescencia	
   en	
   la	
   región	
   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	
  µM	
  de	
  DAF-­‐FM	
  a	
  37°C	
  y	
  

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	
  desesterificación	
  de	
  los	
  

diacetatos	
   intracelulares.	
   La	
   producción	
   de	
   NO	
   se	
   determinó	
  

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	
   (magnificación	
   total	
   100X)	
   y	
   con	
   la	
  

cámara	
  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	
   número	
   de	
   CEC	
   y	
   CPE	
   circulantes	
   en	
   muestras	
   de	
   sangre	
  

periférica	
   se	
   determinó	
   por	
   citometría	
   de	
   flujo	
   atendiendo	
   a	
   la	
  

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

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Se	
   incubaron	
   150	
   µL	
   de	
   sangre	
   periférica	
   con	
   diferentes	
  

combinaciones	
   de	
   anticuerpos	
   según	
   la	
   población	
   celular	
   estudiada	
  o	
  

con	
   sus	
   correspondientes	
   controles	
   isotípicos	
   siguiendo	
   las	
  

instrucciones	
  del	
  fabricante.	
  	
  

	
  

En	
   la	
   determinación	
   de	
   las	
   CEC	
   la	
   combinación	
   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	
   determinación	
   de	
   las	
   CPE	
   circulantes,	
   la	
   combinación	
   de	
  

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

! 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	
   determinación	
   del	
  
número	
  de	
  CPE	
  circulantes	
  y	
  CEC.	
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conjugado	
   a	
   PE	
   y	
   anti-­‐CD45	
   conjugado	
   a	
   PerCP.	
   Se	
   consideraron	
   CPE	
  

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

	
  

Pasado	
  el	
  periodo	
  de	
   incubación	
  con	
  los	
  anticuerpos	
   los	
  eritrocitos	
  

se	
   lisaron	
  mediante	
  una	
   incubación	
  de	
  15	
  minutos	
   con	
   la	
   solución	
  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·∙106	
  eventos	
  por	
  muestra	
  con	
  el	
  citómetro	
  

de	
   flujo	
   FC500	
   (Beckman	
   Coulter).	
   Todas	
   las	
   determinaciones	
   se	
  

realizaron	
  por	
  duplicado	
  y	
   los	
  resultados	
  se	
  expresaron	
  como	
  número	
  

de	
  CPE	
  circulantes	
  o	
  CEC	
  por	
  mL	
  de	
  sangre.	
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4.6 Producción	
  de	
  micropartículas	
  

En	
  la	
  última	
  parte	
  de	
  este	
  trabajo	
  se	
  utilizaron	
  MP	
  específicamente	
  

producidas	
   para	
   que	
   contuvieran	
   el	
   morfogen	
   Shh,	
   MPShh+.	
   A	
  

continuación	
   se	
   detalla	
   la	
   producción	
   de	
   MPShh+	
   así	
   como	
   sus	
  

equivalentes	
   negativas,	
   MP	
   que	
   no	
   contuvieran	
   al	
   morfogen	
   Shh,	
  

MPShh-­‐,	
  utilizadas	
  como	
  control	
  negativo.	
  	
  

	
  

La	
  producción	
  de	
  MP	
  se	
  realizó	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  describe	
  en	
  (Martínez	
  

et	
  al.,	
  2006).	
  La	
  línea	
  celular	
  linfoblastoide	
  humana	
  (CEM)	
  fue	
  obtenida	
  

de	
   la	
   colección	
   de	
   cultivos	
   tipo	
   americana	
   (ATCC,	
   Virginia,	
   Estados	
  

unidos).	
   Las	
   CEM	
   se	
   cultivaron	
   en	
  medio	
   X-­‐Vivo	
   15	
   (Lonza)	
   sin	
   suero	
  

hasta	
   obtener	
   un	
   concentración	
   de	
   células	
   en	
   cultivo	
   de	
   1·∙106	
  

células/mL.	
  	
  

	
  

Para	
   la	
   obtención	
   de	
   las	
   MPShh+	
   las	
   CEM	
   se	
   trataron	
   con	
  

fitohemaglutinina	
   (Sigma-­‐Aldrich)	
   (10µg/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)	
  

(1µg/mL)	
  durante	
  otras	
  24	
  horas.	
  En	
  conjunto	
  las	
  CEM	
  fueron	
  tratadas	
  

de	
  forma	
  secuencial	
  durante	
  un	
  periodo	
  de	
  96	
  horas.	
  Para	
  la	
  obtención	
  

de	
  MPShh-­‐	
  las	
  CEM	
  se	
  trataron	
  únicamente	
  con	
  actinomicina	
  D	
  (1µg/mL)	
  

durante	
  24	
  horas.	
  	
  

	
  

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

centrifugaciones	
   para	
   aislar	
   tanto	
   las	
   MPShh+	
   como	
   las	
   MPShh+.	
   La	
  

primera	
  centrifugación	
  se	
  realizó	
  a	
  750	
  g	
  durante	
  15	
  min	
  para	
  eliminar	
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el	
   contenido	
   celular.	
   Después,	
   el	
   sobrenadante	
   obtenido	
   de	
   esta	
  

centrifugación	
   se	
   sometió	
   a	
   otra	
   centrifugación	
   de	
   1.500	
   g	
   para	
  

eliminar	
   posibles	
   restos	
   celulares	
   y	
   el	
   sobrenadante	
   se	
   recuperó	
   de	
  

nuevo.	
  Este	
  sobrenadante,	
  que	
  contenía	
  las	
  MP,	
  se	
  centrifugó	
  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	
   solución	
  

salina	
  (NaCl	
  0.9	
  %)	
  (Sigma-­‐Aldrich)	
  con	
  dos	
  centrifugaciones	
  adicionales	
  

a	
  14.000	
  g	
  durante	
  45	
  min.	
  Finalmente	
  las	
  MP	
  se	
  recuperaron	
  con	
  400	
  

µL	
  de	
  solución	
  salina	
  estéril.	
  El	
  contenido	
  de	
  MP	
  se	
  ajustó	
  a	
  10	
  µg/µL	
  

de	
  proteína	
  determinado	
  a	
  través	
  de	
  estándares	
  de	
  albúmina	
  de	
  suero	
  

bovino	
  por	
  el	
  método	
  de	
  Lowry.	
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4.7 Estudio	
  de	
  la	
  reorganización	
  del	
  citoesqueleto	
  	
  

Para	
   estudiar	
   los	
   cambios	
  morfológicos	
   observados	
   en	
   los	
   cultivos	
  

celulares	
   inducidos	
   por	
   los	
   diferentes	
   tratamientos	
   durante	
   24	
   horas,	
  

las	
  CPE	
  se	
  fijaron	
  con	
  una	
  solución	
  de	
  paraformaldehído	
  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	
  

tiñeron	
   con	
   el	
   kit	
   comercial	
   Rhodamine	
   Phalloidin	
   (Cytoskeleton,	
  

Colorado,	
  USA)	
   siguiendo	
   las	
   instrucciones	
  del	
   fabricante.	
   Los	
  núcleos	
  

celulares	
   se	
   marcaron	
   con	
   100	
   nM	
   de	
   DAPI	
   en	
   PBS	
   durante	
   30	
  

segundos.	
   La	
   	
   imágenes	
   fueron	
   captadas	
   con	
   el	
   microscopio	
   de	
  

fluorescencia	
   invertido	
   Nikon	
   Eclipse	
   Ti,	
   objetivo	
   40X	
   (magnificación	
  

total	
  400X)	
  y	
  la	
  cámara	
  digital	
  Nikon	
  Ds-­‐QiMic.	
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4.8 Estudio	
   de	
   la	
   interacción	
   de	
   las	
   micropartículas	
   con	
   las	
  

células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  

Para	
  estudiar	
  la	
  intercción	
  de	
  las	
  MP	
  con	
  las	
  CPE,	
  las	
  MP	
  se	
  tiñeron	
  

con	
   PKH67	
   (Sigma-­‐Aldrich),	
   marcador	
   fluorescente	
   verde	
   con	
   largas	
  

colas	
   alifáticas	
   que	
   se	
   incorporan	
   en	
   las	
   regiones	
   lipídicas	
   de	
   la	
  

membrana.	
  En	
  primer	
  lugar	
  las	
  MP	
  se	
  incubaron	
  durante	
  2	
  min	
  con	
  una	
  

solución	
  de	
  PKH67	
  2	
  mM	
  en	
  solución	
  salina	
  (NaCl	
  0,9%).	
  El	
  proceso	
  de	
  

tinción	
  se	
  detuvo	
  con	
  la	
  adición	
  de	
  SBF	
  al	
  100%.	
  Para	
  eliminar	
  el	
  exceso	
  

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

	
  

Por	
   otro	
   lado,	
   y	
   para	
   poder	
   visualizar	
   las	
   células	
   y	
   las	
   estructuras	
  

celulares,	
  los	
  núcleos	
  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	
   tinción	
   se	
   obtuvieron	
   imágenes	
   con	
   el	
  

microscopio	
   confocal	
   LMS	
   700	
   (Carl	
   Zeiss	
   Microscopy,	
   Barcelona,	
  

España)	
  con	
  los	
  objetivos	
  de	
  10X	
  y	
  63X	
  (magnificación	
  total	
  de	
  100X	
  y	
  

630X,	
  respectivamente).	
  La	
  captación	
  de	
  las	
  imágenes	
  y	
  su	
  análisis	
  fue	
  

llevado	
  a	
  cabo	
  con	
  el	
  programa	
  ZEN	
  (Carl	
  Zeiss	
  Microscopy).	
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4.9 Exposición	
   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	
   señalización	
  

Hedgehog	
   por	
   influencia	
   en	
   el	
   balance	
   entre	
   las	
   formas	
   activa	
   e	
  

inactiva	
  de	
  la	
  proteína	
  SMO.	
  En	
  la	
  figura	
  21	
  se	
  muestra	
  el	
  lugar	
  en	
  la	
  

ruta	
  de	
  señalización	
  Hedgehog	
  donde	
  ejerce	
  su	
   inhibición	
   (Dorsam	
  

and	
  Gutkind,	
  2007).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Cyclopamine,

Figura	
   21.	
   Ruta	
   de	
   seña-­‐
lización	
   Hedgehog	
   y	
   lugar	
  
donde	
   la	
   ciclopamina	
   ejerce	
  
su	
   inhibición.	
   Imagen	
   tomada	
  
y	
   adaptada	
   de	
   (Dorsam	
   and	
  
Gutkind,	
  2007).	
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La	
   ciclopamina	
   (Sigma-­‐Aldrich)	
   se	
   adquirió	
   en	
   forma	
   hidrato	
   de	
  

ciclopamina	
   y	
   se	
   disolvió	
   en	
   dimetil	
   sulfóxido	
   (DMSO)	
   a	
   una	
  

concentración	
   stock	
   de	
   3	
  mM.	
  Cuando	
   las	
   CPE	
   alcanzaron	
  un	
   80%	
  

de	
  confluencia	
  se	
  trataron	
  con	
  ciclopamina	
  15	
  µM	
  en	
  DMSO	
  al	
  1%	
  

una	
   hora	
   antes	
   de	
   la	
   adición	
   de	
   las	
   MP	
   y,	
   después,	
   durante	
   un	
  

período	
   de	
   24	
   horas.	
   Las	
   CPE	
   utilizadas	
   como	
   control	
   se	
   trataron	
  

únicamente	
   con	
   el	
   vehículo,	
   DMSO	
   al	
   1	
   %,	
   para	
   descartar	
   los	
  

posibles	
  efectos	
  que	
  el	
  DMSO	
  pudiera	
  tener	
  por	
  sí	
  mismo	
  en	
  la	
  ruta	
  

estudiada.	
  

	
  

4.9.2 LY	
  294002	
  

El	
   LY	
   294002	
   es	
   un	
   compuesto	
   químico	
   que	
   posee	
   un	
   grupo	
  

morfolino	
  y	
  es	
  un	
  potente	
  inhibidor	
  selectivo	
  de	
  la	
  fosfatidilinositol	
  

3-­‐quinasa	
  (PI3K)	
  cuando	
  interacciona	
  con	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  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	
  señalización	
  Shh	
  donde	
  el	
  

LY	
  294002	
  ejerce	
  su	
  inhibición.	
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El	
   LY	
   294002	
   (Merck	
   Millipore,	
   Madrid,	
   España)	
   se	
   disolvió	
   en	
  

DMSO	
   siguiendo	
   las	
   instrucciones	
   del	
   fabricante	
   a	
   una	
  

concentración	
   stock	
   de	
   10	
  mM.	
   Cuando	
   las	
   células	
   alcanzaron	
   el	
  

80%	
  de	
  confluencia	
  se	
  trataron	
  con	
  LY	
  294002	
  10	
  µM	
  en	
  DMSO	
  al	
  

1%	
  una	
  hora	
  antes	
  de	
  la	
  adición	
  de	
  las	
  MP	
  y,	
  después,	
  durante	
  un	
  

período	
   de	
   24	
   horas.	
   Para	
   estudiar	
   posibles	
   efectos	
   ocasionados	
  

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

 

4.9.3 Y	
  27362	
  

El	
   Y	
   27632	
   es	
   un	
   potente	
   inhibidor	
   selectivo	
   de	
   las	
   proteínas	
  

quinasas	
   asociadas	
   a	
   RHO	
   (ROCK).	
   Esta	
   inhibición	
   es	
   competitiva	
  

con	
   respecto	
   al	
   sitio	
   de	
   unión	
   del	
   ATP	
   y	
   reversible.	
   La	
   ROCK	
   se	
  

encuentra	
   en	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
   del	
   efector	
   de	
   Hedgehog,	
  

LY#294002#

Figura	
   22.	
   Ruta	
   de	
   señaliza-­‐
ción	
   Hedgehog	
   y	
   lugar	
   dónde	
  
LY	
   294002	
   ejerce	
   su	
   inhibi-­‐
ción.	
   Imagen	
   tomada	
   y	
   adap-­‐
tada	
  de	
   (Dorsam	
  and	
  Gutkind,	
  
2007).	
  



Material y métodos 
 

 88 

SMO.	
   La	
   figura	
   23	
   muestra	
   el	
   lugar	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
  

Hedgehog	
  donde	
  ejerce	
  su	
  inhibición.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

El	
   Y	
   27632	
   (Merck	
   Millipore)	
   se	
   disolvió	
   siguiendo	
   las	
  

instrucciones	
  del	
  proveedor	
  a	
  una	
  concentración	
   stock	
  de	
  10	
  mM	
  

en	
   agua	
   ultrapura.	
   Cuando	
   las	
   células	
   alcanzaron	
   el	
   80%	
   de	
  

confluencia	
  se	
  trataron	
  con	
  Y	
  27632	
  100	
  µM	
  una	
  hora	
  antes	
  de	
   la	
  

adición	
  de	
  las	
  MP	
  y,	
  después,	
  durante	
  un	
  período	
  de	
  24	
  horas.	
  	
  

	
  

4.9.4 L-­‐NAME	
  	
  

El	
  Nω-­‐Nitro-­‐L-­‐arginina	
  metil	
  éster	
  hidrocloruro	
  (L-­‐NAME),	
  análogo	
  

de	
  la	
  L-­‐Arginina,	
  es	
  un	
  inhibidor	
  de	
  la	
  actividad	
  óxido	
  nítrico	
  sintasa	
  

(NOS)	
   y	
   bloquea	
   la	
   producción	
   de	
   NO	
   de	
   las	
   isoformas	
   endotelial	
  

(eNOS),	
  neuronal	
  (nNOS)	
  e	
  inducible	
  (iNOS).	
  La	
  figura	
  24	
  muestra	
  la	
  

reacción	
  que	
  inhibida	
  por	
  el	
  L-­‐NAME.	
  

	
  

	
  

Y"27632"

Figura	
   23.	
   Ruta	
   de	
   señaliza-­‐
ción	
   Hedgehog	
  y	
   lugar	
   dónde	
  
el	
   Y	
   27362	
   ejerce	
   su	
   inhibi-­‐
ción.	
   Imagen	
   tomada	
   y	
   adap-­‐
tada	
  de	
   (Dorsam	
  and	
  Gutkind,	
  
2007).	
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El	
   L-­‐NAME	
   (Sigma-­‐Aldrich)	
   se	
   disolvió	
   en	
   agua	
   ultrapura	
   a	
   una	
  

concentración	
   stock	
   de	
   10	
   mM.	
   Cuando	
   las	
   células	
   alcanzaron	
   el	
  

80%	
  de	
  confluencia	
  se	
  trataron	
  con	
  L-­‐NAME	
  100	
  µM	
  una	
  hora	
  antes	
  

de	
  la	
  adición	
  de	
  las	
  MP	
  y,	
  después,	
  durante	
  un	
  período	
  de	
  24	
  horas.	
  

 
	
   	
  

Figura	
  24.	
  Reacción	
  de	
  conversión	
  de	
  L-­‐Arginina	
  en	
  NO	
  e	
  
inhibición	
  por	
  el	
  L-­‐NAME.	
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4.10 Análisis	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  

El	
  análisis	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  se	
  llevó	
  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	
  endógeno	
  expresado	
  constitutivamente.	
  

4.10.1 Extracción	
  del	
  RNA	
  total	
  
Tras	
   la	
  exposición	
  de	
   las	
  CPE	
  a	
   los	
  diferentes	
   tratamientos	
  éstas	
  

se	
   recogieron	
   con	
   Trizol	
   (Life	
   Technologies)	
   para	
   proceder	
   a	
   la	
  

extracción	
   del	
   RNA	
   total.	
   Para	
   asegurar	
   una	
   perfecta	
  

homogenización	
   se	
   utilizaron	
   jeringuillas	
   de	
   1	
   mL	
   y	
   agujas	
  

hipodérmicas	
  25G	
  x	
  5/8’’.	
  La	
  extracción	
  del	
  RNA	
  total	
  se	
  realizó	
  en	
  

columnas	
  de	
   sílica	
   con	
  el	
   kit	
   comercial	
   PureLink	
  RNA	
  Mini	
   Kit	
   (Life	
  

Technologies)	
   según	
   las	
   instrucciones	
   del	
   fabricante.	
   El	
   DNA	
  

genómico	
  se	
  eliminó	
  por	
  digestión	
  con	
  DNasa,	
  PureLink	
  DNase	
  Set	
  

(Life	
   Technologies),	
   en	
   columna.	
   Finalmente,	
   el	
   RNA	
   fue	
   eluido	
   de	
  

las	
  columnas,	
  se	
  cuantificó	
  y	
  se	
  congeló	
  a	
   -­‐80ºC	
  hasta	
  su	
  posterior	
  

uso.	
  

	
  

La	
   integridad	
   del	
   RNA	
   se	
   determinó	
   mediante	
   el	
   bioanalizador	
  

2100	
   Bioanalyzer	
   (Agilent,	
   California,	
   USA).	
   Además	
   también	
   se	
  

determinó	
   la	
   pureza	
   de	
   muestras	
   de	
   RNA	
   aislado	
   mediante	
   el	
  

cálculo	
  del	
   ratio	
  de	
  absorbancia	
  λ260/λ280.	
  Únicamente	
   se	
  utilizaron	
  

aquellas	
  muestras	
  en	
  las	
  que	
  el	
  RNA	
  presentaba	
  buena	
  integridad	
  y	
  

un	
  ratio	
  λ260/λ280	
  >	
  1.8.	
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4.10.2 Síntesis	
  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	
   llevó	
   a	
   cabo	
   con	
  el	
   kit	
  High-­‐

Capacity	
   RNA-­‐to-­‐cDNA	
   (Life	
   Technologies)	
   siguiendo	
   las	
  

instrucciones	
   del	
   fabricante.	
   El	
   termociclador	
   utilizado	
   para	
   la	
  

retrotranscripción	
   fue	
   el	
   Mastercycler	
   Eppendorf	
   Thermocycler	
  

(Eppendorf,	
   Hamburgo,	
   Alemania).	
   El	
   cDNA	
   obtenido	
   en	
   esta	
  

reacción	
  se	
  conservó	
  a	
  -­‐80ºC	
  hasta	
  su	
  uso.	
  

	
  

4.10.3 Real	
  Time-­‐quantitative	
  Polimerase	
  Chain	
  Reaction	
  	
  

La	
   quantificación	
   de	
   los	
   genes	
   (Tabla	
   4)	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   por	
   RT-­‐

qPCR	
   en	
   el	
   termociclador	
   ABI	
   Prism	
   7900	
   Sequence	
   Detection	
  

System	
   (Applied	
   Biosystems,	
   California,	
   USA)	
   y	
   con	
   el	
   uso	
   de	
   la	
  

tecnología	
  TaqMan	
  (Applied	
  Biosystems).	
  Esta	
  tecnología	
  permite	
  la	
  

detección	
   y	
   cuantificación	
   relativa	
   a	
   un	
   gen	
   endógeno	
   de	
   la	
  

expresión	
  génica.	
  En	
  nuestro	
  caso	
  el	
  gen	
  endógeno	
  de	
  elección	
  fue	
  

el	
  18S.	
  

	
  

	
  

Symbol Name *TaqMan*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 KruppelNlike:factor:2 Hs00360439_g1 NM_016270.2
18S 18S:ribosomal:RNA Hs99999901_s1 X_03205.1

Tabla	
  4.	
  Sondas	
  taqman	
  utilizados	
  para	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  expresión	
  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	
  Taqman	
  siguiendo	
  las	
  

instrucciones	
   del	
   fabricante.	
   Los	
   resultados	
   se	
   analizaron	
   con	
   el	
  

programa	
   SDS	
   2.3	
   (Applied	
   Biosystems)	
   y	
   se	
   expresaron	
   como	
  

expresión	
   relativa	
   al	
   gen	
   endógeno	
   18S.	
   La	
   variación	
   en	
   la	
  

expresión	
  de	
  un	
  gen	
  se	
  calculó	
  como	
  2-­‐	
  ΔΔCt,	
  donde	
  ΔΔCt	
  se	
  obtiene	
  

de	
  la	
  siguiente	
  manera:	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
   	
  

∆∆!" = ∆!"!"#!#$%&'!( − !∆!"!"#$%"&!

donde!

∆!"!"#!#$%&'!( = !"(!"#!!"#$%&'(!"#!#$%&'!(!)−!!"!(!"#!!"#ó!"#$!"#!#$%&'!()!

y!

∆!"!"#$%"& = !"(!"#!!"#$%&'(!"#$%"&)−!!"!(!"#!!"#ó!"#$!"#$%"&)!



Material y métodos 
 

 93 

4.11 Análisis	
  de	
  la	
  expresión	
  proteica	
  	
  

El	
  análisis	
  de	
  la	
  expresión	
  proteica	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  por	
  la	
  técnica	
  de	
  

Western	
  Blot.	
  Esta	
  técnica	
  comporta	
  en	
  primer	
  lugar	
  el	
  extracción	
  de	
  la	
  

proteína	
   total	
   de	
   los	
   cultivos	
   celulares.	
  A	
   continuación,	
   su	
   separación	
  

por	
  peso	
  molecular	
  mediante	
  electroforesis	
  en	
  geles	
  de	
  poliacrilamida.	
  

Finalmente,	
   las	
   proteínas	
   se	
   transfieren	
   a	
   una	
   membrana	
   de	
  

nitrocelulosa	
  y	
  se	
  detectan	
  por	
  medio	
  de	
  anticuerpos	
  específicos.	
  	
  

	
  

4.11.1 Preparación	
  de	
  las	
  muestras	
  y	
  extracción	
  de	
  proteínas	
  

totales	
  	
  

Tras	
  realizar	
  los	
  tratamientos,	
  los	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  se	
  lavaron	
  dos	
  

veces	
   con	
   PBS	
   se	
   resuspendieron	
   en	
   tampón	
   de	
   lisis	
   RIPA	
   (Sigma-­‐

Aldrich)	
  con	
   inhibidores	
  de	
  proteasas	
   (Complete	
  protease	
   inhibitor	
  

cocktail,	
   Roche,	
   Madrid,	
   España)	
   e	
   inhibidores	
   de	
   fosfatasas	
  

(PhosphoSTOP,	
  Roche).	
  Las	
  células	
  lisadas	
  fueron	
  también	
  sonicadas	
  

para	
   asegurarnos	
   una	
   completa	
   disrupción	
   de	
   las	
   membranas	
  

celulares	
  y	
  solubilización	
  de	
  los	
  complejos	
  proteicos.	
  Finalmente,	
  el	
  

contenido	
   proteico	
   total	
   se	
   determinó	
   por	
   la	
   técnica	
   del	
   ácido	
  

bicinconínico	
   (BCA)	
   (BCA	
   Protein	
   Assay,	
   Pierce,	
   Fisher	
   Scientific,	
  

Madrid,	
   España)	
   utilizando	
   una	
   curva	
   estándar	
   de	
   proteína	
  

seroalbumina	
  bovina	
  (BSA)	
  (Sigma-­‐Aldrich).	
  	
  

	
  

4.11.2 Separación	
  de	
  las	
  proteínas	
  por	
  electroforesis	
  
La	
  separación	
  de	
  proteínas	
  se	
  llevó	
  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,	
  España).	
  Estos	
  geles	
  permiten	
  la	
  

separación	
  de	
   las	
  proteínas	
  atendiendo	
  a	
  un	
  único	
  criterio,	
  el	
  peso	
  

molecular.	
  La	
  electroforesis	
  se	
  realizó	
  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	
   proteínas,	
   fueron	
   transferidas	
   a	
   una	
  

membrana	
   de	
   nitrocelulosa	
   utilizando	
   el	
   mismo	
   sistema	
   con	
   un	
  

voltaje	
  de	
  100	
  V	
  durante	
  2	
  horas	
  a	
  4ºC	
  para	
  proceder	
  a	
  la	
  detección	
  

de	
   las	
   proteínas	
   de	
   interés	
   por	
   medio	
   de	
   anticuerpos	
   específicos	
  

dirigidos	
  contra	
  éstas	
  (Tabla	
  5).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Name% KDa% Provider Dilution
Integrin%α2 150 Becton'Dickinson 1:250
Integrin%α3 135 Becton'Dickinson 1:250
Integrin%α5 150 Becton'Dickinson 1:5000
Integrin%αL 180 Becton'Dickinson 1:500
Integrin%αV 125 Becton'Dickinson 1:250
Integrin%β1 130 Becton'Dickinson 1:2500
Integrin%β3 104 Becton'Dickinson 1:2500
Integrin%β4 200 Becton'Dickinson 1:250
Fibronectin 240 Becton'Dickinson 1:5000

Akt 60 Cell'Signaling 1:500
pGAkt%%Ser%473 60 Cell'Signaling 1:500

eNOS 140 Santa'Cruz'Biotechnology 1:500
pGeNOS%Ser%1177 140 Cell'Signaling 1:500
pGeNOS%Thr%495 140 Cell'Signaling 1:500

βGactin 42 Sigma7Aldrich 1:5000
antiGgoat%IgG G Santa'Cruz'Biotechnology 1:5000
antiGrabbit%IgG G Santa'Cruz'Biotechnology 1:5000
antiGmouse%IgG G Santa'Cruz'Biotechnology 1:5000

Tabla	
   5.	
   Anticuerpos	
   utilizados	
   para	
   la	
   determinación	
   de	
   la	
   expresión	
   génica	
  
por	
  WB.	
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Para	
   aumentar	
   la	
   especificidad	
   antígeno-­‐anticuerpo	
   las	
  

membranas	
   se	
  bloquearon	
  con	
  una	
   solución	
  de	
  BSA	
  al	
  3%	
  y	
  0,1%	
  

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

	
  

A	
   continuación,	
   las	
  membranas	
   se	
   incubaron	
   durante	
   toda	
   la	
  

noche	
  a	
  4°C	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  de	
  interés	
  diluido	
  en	
  una	
  solución	
  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	
   rábano.	
   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	
   imágenes	
   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 Análisis	
  estadístico	
  	
  

Todos	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  el	
  presente	
  trabajo	
  se	
  analizaron	
  

mediante	
  el	
  programa	
  GraphPad	
  Prism	
  6.	
  En	
  primer	
  lugar	
  se	
  realizó	
  el	
  

test	
   de	
   Kolmogórov-­‐Smirnov	
   con	
   el	
   fin	
   de	
   determinar	
   la	
   distribución	
  

normal	
   o	
   no	
   de	
   los	
   resultados.	
   Cuando	
   los	
   datos	
   se	
   distribuyeron	
  

normalmente,	
  se	
  aplicó	
  el	
   test	
   t-­‐Student	
  para	
  comparaciones	
  simples.	
  

Para	
   comparaciones	
  múltiples	
   se	
   aplicó	
   el	
   test	
   ANOVA	
   de	
   una	
   o	
   dos	
  

vías	
   con	
   el	
   post-­‐test	
   post-­‐test	
   de	
   Newman-­‐Keuls	
   o	
   Bonferroni	
  

respectivamente.	
  Cuando	
  la	
  distribución	
  de	
  los	
  datos	
  no	
  era	
  normal,	
  se	
  

aplicó	
   el	
   test	
   no	
   paramétrico	
   Kruskal-­‐Wallis	
   y	
   el	
   post-­‐test	
   Dunns	
   en	
  

comparaciones	
  múltiples.	
   Los	
  porcentajes	
   se	
  compararon	
  mediante	
  el	
  

estadístico	
   Chi-­‐cuadrado.	
   Se	
   consideró	
   estadísticamente	
   significativo	
  

un	
  valor	
  de	
  p	
  inferior	
  a	
  0,05.	
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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	
  población	
  de	
  estudio	
  estaba	
   compuesta	
  en	
  

un	
  80	
  %	
  de	
  hombres	
  con	
  una	
  media	
  de	
  edad	
  de	
  55,8	
  ±	
  10,4	
  años	
  y	
  un	
  

índice	
  de	
  masa	
  corporal	
  de	
  25,7±	
  2,5.	
  En	
  cuanto	
  a	
  los	
  datos	
  clínicos,	
  lo	
  

sujetos	
   no	
   presentaban	
   ningún	
   factor	
   de	
   riesgo	
   cardiovascular	
   y	
   los	
  

valores	
  de	
  la	
  presión	
  	
  arterial	
  sistólica	
  y	
  diástólica	
  fueron	
  123,4	
  ±	
  12,9	
  y	
  

74,6	
  ±	
  9,6	
  mmHg	
  respectivamente.	
  En	
   lo	
  que	
   respecta	
  al	
  perfil	
   lípido,	
  

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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Desde	
   el	
   momento	
   de	
   la	
   extracción	
   de	
   sangre	
   periférica	
   por	
  

venopunción	
   hasta	
   la	
   siembra	
   de	
   la	
   muestra	
   para	
   la	
   obtención	
   CPE,	
  

consideramos	
  una	
  serie	
  de	
  puntos	
  críticos	
  a	
  tener	
  en	
  cuenta	
  en	
  el	
  éxito	
  

de	
   la	
   técnica.	
   En	
   primer	
   lugar,	
   para	
   evitar	
   la	
   contaminación	
   de	
   las	
  

muestra	
   con	
   células	
   endoteliales	
   desprendidas	
   en	
   el	
   proceso	
   de	
   la	
  

venopunción	
  se	
  descartaron	
  los	
  primeros	
  6	
  ml	
  de	
  sangre,	
  muestra	
  que	
  

se	
   destinó	
   a	
   la	
   determinación	
   de	
   los	
   parámetros	
   bioquímicos.	
   A	
  

continuación,	
   se	
   testaron	
   cuáles	
   de	
   las	
   siguientes	
   condiciones	
  para	
   la	
  

obtención	
   de	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   eran	
   las	
   más	
   apropiadas:	
   1)	
   el	
  

anticoagulante	
  utilizado	
  en	
  la	
  extracción	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  sangre;	
  2)	
  

el	
  volumen	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  sangre;	
  3)	
  el	
  tiempo	
  transcurrido	
  desde	
  

la	
  extracción	
  hasta	
  el	
  procesado	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  sangre;	
  4)	
  la	
  matriz	
  

extracelular	
  utilizada	
  en	
  el	
  cultivo	
  de	
  las	
  CMN	
  y	
  5)	
  la	
  adición	
  de	
  SBF	
  al	
  

medio	
  de	
  cultivo	
  endotelial	
  EGM-­‐2.	
  

CONTROL
Demographic2data

Men 40&(80)%
55,8&±&10,4
25,7&±&2,5

Clinical2data
123,4&&±&12,9
74,6&&±&7,6
69,5&±&9,6&
201,1&±&25&
126,7&±&22,2
56,2&±&9,9
86,6&±&31,3

Data&expressed&as&n&(%)&or&mean&±&SD
Triglycerides

Diastolic&blood&preassure&(mmHg)
Heart&rate&(bpm)
Total&cholesterol&(mg/dL)
LDL&(mg/dL)
HLD&(mg/dL)

Age&(years)
Body&mass&index

Systolic&blood&preassure&(mmHg)

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

volúmenes	
   idénticos	
   de	
   sangre	
   periférica	
   en	
   tubos	
   que	
   contenían	
  

EDTA	
   (n=10),	
   heparina	
   sódica	
   (n=10)	
   o	
   citrato	
   sódico	
   (n=10).	
   Las	
  

CMN	
   aisladas	
   a	
   partir	
   de	
   estas	
   muestras	
   se	
   cultivaron	
   hasta	
   que	
  

aparecieron	
  las	
  primeras	
  colonias	
  de	
  CPE	
  o	
  hasta	
  un	
  máximo	
  de	
  40	
  

días.	
  Además,	
  se	
  registró	
  el	
  porcentaje	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  obtenidos	
  

y	
  el	
  tiempo	
  medio	
  de	
  aparición	
  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	
  sódica	
  o	
  citrato	
  sódico	
  en	
  las	
  

que	
  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	
  aparición	
  de	
  las	
  primeras	
  colonias	
  de	
  CPE	
  para	
  los	
  

diferentes	
  anticoagulantes	
  utilizados	
  (Figura	
  25B).	
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En	
   cuanto	
   a	
   la	
   morfología	
   celular	
   de	
   los	
   cultivos	
   obtenidos	
  

observamos	
   diferencias	
   según	
   el	
   anticoagulante	
   utilizado.	
   Las	
  

células	
   de	
   los	
   cultivos	
   obtenidos	
   a	
   partir	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre	
  

recogidas	
   en	
   citrato	
   sódico	
   mostraban	
   una	
   morfología	
   diferente	
  

(Figura	
  26A)	
   a	
   la	
  morfología	
   adoquinada	
   típica	
  de	
  CE	
   (Figura	
  26B),	
  

que	
   sí	
   mostraban	
   las	
   células	
   de	
   los	
   cultivos	
   obtenidos	
   a	
   partir	
   de	
  

muestras	
   de	
   sangre	
   recogidas	
   en	
   heparina.	
   Esta	
   diferencia	
  

morfológica	
   se	
   correspondió	
   con	
   una	
   diferencia	
   fenotípica.	
  

Únicamente	
  las	
  células	
  que	
  presentaron	
  una	
  morfología	
  adoquinada	
  

eran	
  capaces	
  de	
  captar	
  LDL	
  acetilada	
  y	
  de	
  unir	
  Ulex	
   lectina	
   (Figura	
  

26C	
  y	
  D).	
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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	
  
sódica	
  o	
   citrato	
   sódico.	
   Los	
   cultivos	
  de	
  CMN	
   fueron	
  monitorizados	
   durante	
  
un	
   máximo	
   de	
   40	
   días	
   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	
  aparición	
  de	
   las	
  primeras	
  
colonias	
  celulares	
  expresado	
  como	
  media	
  ±	
  SEM.	
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Estos	
   resultados	
   indican	
   que	
   la	
   heparina	
   es	
   el	
   anticoagulante	
  

más	
   adecuado	
   para	
   la	
   obtención	
   de	
   cultivos	
   con	
   morfología	
  

adoquinada	
   y	
   homogéneos	
   en	
   el	
   mayor	
   porcentaje	
   (80%).	
   Por	
  

consiguiente,	
   las	
   siguientes	
   condiciones	
   testadas	
   se	
   realizaron	
   con	
  

muestras	
  de	
  sangre	
  recogidas	
  en	
  heparina	
  sódica.	
  

Figura	
   26.	
   Caracterización	
   morfológica	
   y	
   fenotípica	
   de	
   CPE	
   procedentes	
   de	
  
muestras	
  recogidas	
  con	
  citrato	
  sódico	
  y	
  heparina	
  (A)	
  Morfología	
  de	
   las	
  células	
  
obtenidas	
  procedentes	
  de	
  muestras	
  recogidas	
  con	
  citrato	
  sódico.	
  (B)	
  Morfología	
  
de	
   las	
  células	
  obtenidas	
  procedentes	
  de	
  muestras	
  recogidas	
   con	
  heparina.	
   (C	
   y	
  
D)	
   Captación	
  de	
  Dil	
   ac-­‐LDL	
   (i),	
   unión	
   a	
   FITC-­‐Ulex	
   Lectina.	
   (ii),	
  marcación	
  de	
   los	
  
núcleos	
  con	
  DAPI	
   (iii)	
  y	
   superposición	
  de	
   las	
   imágenes	
   i,	
   ii	
  e	
   iii	
   (iv)	
  para	
   células	
  
obtenidas	
   procedentes	
   de	
   muestras	
   recogidas	
   con	
   citrato	
   sódico	
   y	
   heparina	
  
respectivamente.	
   La	
   barra	
   de	
   escala	
   representa	
   100	
   µm.	
   Magnificación	
   total	
  
200X.	
  

B"A"

i" ii" iii" iv"C"

D" i" ii" iii" iv"
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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	
  volúmenes	
  de	
  sangre	
  (10,	
  20	
  y	
  30	
  mL).	
  El	
  mayor	
  volumen	
  

de	
  sangre	
  testado	
  (30	
  mL)	
  permitió	
  el	
  aislamiento	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  

en	
  el	
  80%	
  de	
  las	
  muestras	
  procesadas	
  (p<0,05	
  vs.	
  10	
  mL;	
  Figura	
  27A)	
  

y	
  además,	
  el	
  tiempo	
  de	
  aparición	
  de	
  las	
  primeras	
  colonias	
  se	
  redujo	
  

a	
  12	
  días	
  desde	
  el	
  inicio	
  del	
  cultivo,	
  a	
  diferencia	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  

10	
  mL	
  (p<0,05	
  vs.	
  10	
  mL;	
  Figura	
  27B).	
  Un	
  volumen	
  más	
  reducido	
  de	
  

10	
   y	
   20	
   mL	
   supuso	
   una	
   reducción	
   del	
   porcentaje	
   de	
   cultivos	
  

obtenidos	
   del	
   80%	
   al	
   60%	
   y	
   30%	
   respectivamente.	
   Aunque	
   no	
  

existieron	
  diferencias	
  significativas	
  en	
  el	
  tiempo	
  de	
  aparición	
  de	
  las	
  

primeras	
  colonias	
  de	
  CPE	
  a	
  partir	
  de	
  muestras	
  de	
  20	
  y	
  30	
  mL,	
  una	
  

reducción	
   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	
  volúmenes	
  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	
  aparición	
  de	
  las	
  
primeras	
  colonias	
  de	
  CPE	
  expresado	
  como	
  media	
  ±	
  SEM	
  (*p	
  <	
  0,05	
  vs.	
  10	
  mL	
  
mediante	
  ANOVA	
  de	
  una	
  vía	
  y	
  post-­‐test	
  de	
  Newman-­‐Keuls;	
  n=10).	
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Los	
   resultados	
   obtenidos	
   sugieren	
   que	
   para	
   la	
   obtención	
   de	
  

mayor	
   porcentaje	
   de	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   en	
   un	
   tiempo	
   mínimo	
   es	
  

preferible	
  partir	
  de	
  mayores	
  volúmenes	
  de	
  sangre.	
  A	
  partir	
  de	
  este	
  

punto,	
   el	
   resto	
   de	
   experimentos	
   se	
   realizó	
   con	
   volúmenes	
   de	
  

muestras	
  de	
  sangre	
  de	
  30	
  mL.	
  	
  

	
  

5.1.3 Efecto	
  del	
  tiempo	
  transcurrido	
  desde	
  la	
  extracción	
  de	
  

las	
  muestras	
  de	
  sangre	
  hasta	
  su	
  procesado	
  en	
  el	
  aislamiento	
  

y	
  cultivo	
  de	
  las	
  células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  

Para	
   evaluar	
   cómo	
   afectaba	
   el	
   tiempo	
   transcurrido	
   desde	
   la	
  

obtención	
   de	
   la	
   muestra	
   de	
   sangre	
   hasta	
   el	
   inicio	
   del	
   protocolo	
  

experimental,	
   partimos	
   de	
   dos	
   alícuotas	
   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	
   número	
   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	
  extracción	
  (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	
   rápido	
   de	
   las	
  

muestras	
  de	
  sangre.	
  Por	
  tanto,	
  el	
  resto	
  de	
  condiciones	
  testadas	
  se	
  

realizó	
  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	
  únicamente	
  a	
  aquellos	
  precursores	
  que	
  finalmente	
  den	
  

lugar	
  a	
  un	
  cultivo	
  homogéneo	
  de	
  CPE.	
  Por	
  ello,	
   la	
  fracción	
  de	
  CMN	
  

aisladas	
   a	
   partir	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre	
   periférica	
   se	
   sembraron	
  

sobre	
  dos	
  de	
  las	
  matrices	
  extracelulares	
  más	
  utilizadas	
  en	
  el	
  cultivo	
  

de	
   CPE:	
   gelatina	
   y	
   fibronectina	
   (Fadini	
   et	
   al.,	
   2008a;	
   Hirschi	
   et	
   al.,	
  

2008;	
  Hur	
  et	
  al.,	
  2004).	
  

	
  

Processing time 

2 hours 24 hours
0

20

40

60

80

100

E
P

C
 c

ul
tu

re
s 

(%
)

*"

Figura	
   28.	
   Efecto	
   del	
   tiempo	
  
transcurrido	
  desde	
   la	
   extracción	
  de	
  
las	
   muestras	
   de	
   sangre	
   hasta	
   el	
  
procesado	
   en	
   el	
   aislamiento	
   y	
  
cultivo	
  de	
  CPE.	
  Volúmenes	
  idénticos	
  
de	
  sangre	
  se	
  procesaron	
  a	
  las	
  2	
  o	
  24	
  
horas	
   tras	
   su	
   extracción.	
   Porcentaje	
  
de	
   cultivos	
   obtenidos	
   (*p	
   <	
   0,05	
  
mediante	
   el	
   test	
   Chi-­‐cuadrado;	
  
n=10).	
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El	
   uso	
   de	
   fibronectina	
   como	
   matriz	
   extracelular	
   permitía	
   la	
  

obtención	
  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).	
  

Además,	
   la	
   fibronectina	
   reducía	
   también	
   el	
   tiempo	
   medio	
   de	
  

aparición	
   de	
   las	
   primeras	
   colonias	
   de	
   CPE	
   de	
   23	
   días	
   a	
   12	
   días	
  

(Figura	
  29B;	
  p<0,01).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Por	
   tanto,	
   el	
   uso	
   de	
   una	
   matriz	
   extracelular	
   de	
   fibronectina	
  

para	
   el	
   cultivo	
   de	
   CPE	
   proporciona	
   un	
   alto	
   rendimiento	
   en	
   la	
  

obtención	
   de	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   al	
   mismo	
   tiempo	
   que	
   reduce	
   el	
  

tiempo	
  medio	
  de	
  aparición	
  de	
   las	
  primeras	
  colonias	
  de	
  CPE	
  por	
   lo	
  

que	
   el	
   resto	
   de	
   condiciones	
   testadas	
   se	
   realizó	
   utilizando	
   la	
  

fibronectina.	
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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	
  aparición	
  de	
  las	
  
primeras	
   colonias	
   de	
   CPE	
   expresado	
   como	
   media	
   ±	
   SEM	
   (**p	
   <	
   0,01	
  
mediante	
  el	
  test	
  t-­‐Student;	
  n=10).	
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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	
   línea	
   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	
  obtención	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  entre	
  

las	
  dos	
  condiciones	
  testadas	
  (Figura	
  30A;	
  p=0,074),	
  el	
  tiempo	
  medio	
  

de	
  aparición	
  de	
   las	
  primeras	
  colonias	
  de	
  CPE	
  se	
   redujo	
  de	
  16	
  a	
  11	
  

días	
  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,	
   así	
   como	
   a	
   la	
   reducción	
   del	
   tiempo	
   de	
   aparición	
   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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En	
   resumen,	
   según	
   los	
   resultados	
   obtenidos,	
   las	
   condiciones	
  

óptimas	
   para	
   el	
   aislamiento	
   y	
   cultivo	
   de	
   CPE	
   a	
   partir	
   de	
  muestras	
   de	
  

sangre	
  periférica	
  serían:	
  1)	
  el	
  uso	
  de	
   la	
  heparina	
  como	
  anticoagulante	
  

para	
  la	
  recogida	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  sangre;	
  2)	
  el	
  uso	
  de	
  volúmenes	
  de	
  

sangre	
   de	
   30	
   mL	
   o	
   superiores;	
   3)	
   un	
   procesado	
   de	
   las	
   muestras	
   de	
  

sangre	
  inferior	
  a	
  dos	
  horas	
  tras	
  su	
  extracción;	
  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	
  obtención	
  de	
  un	
  cultivo	
  homogéneo	
  y	
  confluente	
  de	
  CPE	
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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	
   aparición	
   de	
   las	
  
primeras	
  colonias	
  de	
  CPE	
  expresado	
  como	
  media	
  ±	
  SEM	
  (*p	
  <	
  0,05	
  mediante	
  
el	
  test	
  t-­‐Student;	
  n=10).	
  	
  



Resultados 
 

 110 

a	
  partir	
  de	
  muestras	
  de	
  sangre	
  periférica,	
  así	
  como	
  una	
  reducción	
  en	
  el	
  

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

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

5.1.6 Caracterización	
   fenotípica	
   de	
   los	
   cultivos	
   de	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  

Los	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   fueron	
   sometidos	
   a	
   una	
   caracterización	
  

fenotípica	
   para	
   comprobar	
   sus	
   características	
   progenitoras	
   y	
  

endoteliales.	
   El	
   fenotipo	
   endotelial	
   y	
   progenitor	
   se	
   determinó	
  

mediante	
  el	
  uso	
  de	
  dos	
  técnicas	
  diferentes,	
   la	
  citometría	
  de	
  flujo	
  y	
  

la	
  inmunofluorescencia.	
  

	
  

Mediante	
   citometría	
   de	
   flujo	
   se	
   analizó	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
  

marcadores	
   celulares	
   de	
   superficie	
   KDR,	
   CD31,	
   CD34	
   y	
   CD45.	
   Los	
  

marcadores	
  endoteliales	
  KDR	
  y	
  CD31	
  eran	
  expresados	
  por	
  todas	
  las	
  

1" 7" 13" 25" (days)"

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	
  
(día1).	
  A	
  las	
  24	
  horas,	
  las	
  células	
  no	
  adheridas	
  se	
  eliminaron	
  y	
  se	
  continuó	
  el	
  
cultivo	
   de	
   las	
   células	
   adheridas	
   (día	
   7).	
   Tras	
   la	
   aparición	
   de	
   las	
   primeras	
  
colonias	
  con	
  morfología	
  adoquinada	
  (día	
  13)	
  el	
  cultivo	
  se	
  continuó	
  hasta	
  que	
  
alcanzó	
  confluencia	
  (día	
  25).	
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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	
   morfología	
   celular	
  

obtenidos	
   por	
   microscopia	
   y	
   confirman	
   el	
   fenotipo	
   progenitor	
   y	
  

endotelial	
   de	
   los	
   cultivos	
   de	
   CPE.	
   Además,	
   el	
   patrón	
   de	
   expresión	
  

que	
   muestran	
   los	
   cultivos	
   obtenidos	
   con	
   el	
   protocolo	
   propuesto	
  

coincide	
   con	
   el	
   más	
   aceptado	
   actualmente	
   para	
   definir	
   a	
   las	
   CPE	
  

circulantes	
  (Fadini	
  et	
  al.,	
  2008a).	
  	
  

	
  

La	
  captación	
  de	
  LDL	
  acetilada	
  y	
  la	
  unión	
  a	
  la	
  Ulex	
  lectina	
  ha	
  sido	
  

ampliamente	
   utilizada	
   para	
   caracterizar	
   cultivos	
   de	
   CE	
   y	
  

actualmente	
   es	
   considerada	
   una	
   característica	
   que	
   define	
   el	
  

fenotipo	
  endotelial.	
  Mediante	
  inmunofluorescencia	
  se	
  determinó	
  la	
  

capacidad	
  del	
  cultivo	
  celular	
  para	
  captar	
  LDL	
  acetilada	
  y	
  unirse	
  a	
  la	
  

Ulex	
  lectina.	
  El	
  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	
   glicoproteína	
   producida	
  

exclusivamente	
   por	
   las	
   CE	
   y	
   los	
   megacariocitos	
   y	
   es	
   un	
  marcador	
  

utilizado	
   de	
   forma	
   rutinaria	
   para	
   identificar	
   vasos	
   sanguíneos	
   en	
  

secciones	
   de	
   tejido	
   (Zanetta	
   et	
   al.,	
   2000).	
   Al	
   igual	
   que	
   para	
   los	
  

marcadores	
  específicos	
  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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La	
  expresión	
  de	
   los	
  marcadores	
  endoteliales	
  CD31,	
  KDR,	
  vWF	
  y	
  

del	
  marcador	
  progenitor	
  CD34,	
  la	
  capacidad	
  de	
  captar	
  LDL	
  acetilada	
  

y	
  unir	
  Ulex	
   lectina	
  así	
   como	
   la	
  ausencia	
  de	
  expresión	
  de	
  marcador	
  

panleucocitario	
   CD45	
   son	
   criterios	
   suficientes	
   para	
   afirmar	
   que	
   el	
  

protocolo	
   aquí	
   propuesto	
   permite	
   el	
   aislamiento	
   y	
   cultivo	
   de	
   CPE	
  

con	
  fenotipo	
  endotelial	
  y	
  progenitor.	
  

Figura	
  32.	
  Caracterización	
  fenotípica	
  de	
  los	
  cultivos	
  de	
  CPE.	
  (A)	
  Histogramas	
  
representativos	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  marcadores	
  KDR,	
  CD31,	
  CD34	
  y	
  CD45	
  
en	
   los	
   cultivos	
   de	
   CPE.	
   Los	
   histogramas	
   grises	
   representan	
   las	
   células	
  
marcadas	
   con	
   el	
   control	
   isotípico	
   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);	
   núcleos	
   teñidos	
   con	
   DAPI	
   (iii).	
   (iv)	
   Superposición	
   de	
   las	
  
imágenes	
  i,	
   ii	
  y	
  iii.	
  La	
  barra	
  de	
  escala	
  representa	
  25	
  µm.	
  Magnificación	
  total	
  
1200X.	
   (C)	
  Los	
  cultivos	
  aislados	
  a	
  partir	
  de	
  muestras	
  de	
  sangre	
  periférica	
  se	
  
marcaron	
  con	
  FITC-­‐vWF	
  (i)	
  y	
  DAPI	
  (ii).	
  (iii)	
  Superposición	
  de	
  las	
  imágenes	
  i	
  y	
  ii.	
  
La	
   barra	
   de	
   escala	
   representa	
   100	
   µm.	
   Magnificación	
   total	
   200X.	
   Los	
  
resultados	
  son	
  representativos	
  de	
  10	
  experimentos	
  independientes.	
  

KDR$ CD31$ CD34$ CD45$

i$ ii$ iii$ iv$

i$ ii$ iii$

A$

B$

C$
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5.1.7 Caracterización	
   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,	
   proliferación,	
   adhesión	
   y	
   vasculogénesis	
   y	
   la	
  

comparamos	
  con	
  la	
  obtenida	
  en	
  HUVEC,	
  modelo	
  celular	
  establecido	
  

para	
  estudios	
  en	
  CE	
  in	
  vitro.	
  

	
  

5.1.7.1 Adhesión	
  celular	
  

Después	
  de	
  movilizarse	
  desde	
  la	
  médula	
  ósea,	
  las	
  CPE	
  tienen	
  

que	
  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	
  dañadas	
  se	
  desprenden	
  

de	
   las	
   paredes	
   de	
   los	
   vasos	
   sanguíneos	
   y	
   la	
  matriz	
   extracelular	
  

queda	
   expuesta	
   al	
   torrente	
   sanguíneo.	
   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	
  reendotelización	
  del	
  vaso	
  dañado.	
  

	
  

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	
   adhesión	
   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 Proliferación	
  celular	
  

De	
   la	
  misma	
  manera,	
   después	
   de	
   adherirse,	
   las	
   CPE	
   tienen	
  

que	
   ser	
   capaces	
   de	
   responder	
   de	
   manera	
   adecuada	
   a	
   las	
  

condiciones	
   presentes	
   en	
   la	
   zona	
   donde	
   el	
   endotelio	
   ha	
   sido	
  

dañado.	
  Allí	
   las	
  CE	
  adyacentes	
   y	
   los	
   tejidos	
  privados	
  del	
   aporte	
  

de	
   oxigeno	
   normal	
   liberan	
   una	
   serie	
   de	
   sustancias	
   que	
  

promueven	
   la	
   proliferación	
   de	
   las	
   CPE	
   para	
   restablecer	
   el	
  

endotelio	
  y,	
  por	
  consiguiente,	
  el	
  flujo	
  sanguíneo.	
  	
  

	
  

La	
  capacidad	
  proliferativa	
  de	
  los	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  y	
  HUVEC	
  se	
  

estudió	
  tanto	
  en	
  condiciones	
  de	
  ayuno	
  como	
  en	
  condiciones	
  de	
  

estímulo	
  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	
   proliferación.	
   En	
  

estas	
  condiciones	
  las	
  células	
  adquieren	
  un	
  estado	
  quiescente	
  en	
  

el	
  que	
   la	
   tasa	
  proliferativa	
  es	
  mínima.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
   los	
  cultivos	
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Figura	
   33.	
   Adhesión	
   celular.	
   Se	
  
sembraron	
   5·∙104	
   células	
   en	
   placas	
  
previamente	
   tratadas	
   con	
  
fibronectina	
   (2,5	
   µg/cm2).	
   Los	
  
resultados	
  representan	
  el	
  porcentaje	
  
de	
   células	
   adheridas	
   (media	
   ±	
   SEM;	
  
n=10)	
   tras	
   30	
   min	
   de	
   incubación	
  
respecto	
   al	
   total	
   de	
   células	
  
sembradas.	
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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	
   determinó	
   el	
   porcentaje	
   de	
  

células	
   en	
   proliferación	
   bajo	
   estas	
   nuevas	
   condiciones.	
   Bajo	
   las	
  

condiciones	
   de	
   estímulo	
   se	
   observó	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
  

proliferación	
  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.	
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Figura	
   34.	
   Proliferación	
   celular.	
  
Ambos	
   cultivos	
   se	
   incubaron	
   con	
  
medio	
   de	
   ayuno	
   durante	
   48	
  
horas;	
   después	
   fueron	
  
estimuladas	
   con	
   medio	
   EGM-­‐2	
  
durante	
  18	
   horas	
   adicionales.	
   Las	
  
células	
  se	
   recogieron	
  y	
   se	
  tiñeron	
  
con	
   una	
   solución	
   de	
   ioduro	
   de	
  
propidio	
   y	
   el	
   ciclo	
   celular	
   fue	
  
determinado	
   por	
   citometría	
   de	
  
flujo.	
   Los	
   resultados	
   representan	
  
el	
   número	
   de	
   células	
   en	
  
proliferación	
   (mitosis	
   más	
  
interfase,	
   expresadas	
   como	
  
porcentaje	
   del	
   total	
   de	
   células	
  
como	
  media	
  ±	
  SEM	
  (*p	
  <	
  0,05	
  vs.	
  
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	
  número	
  para	
  

poder	
  reparar	
  la	
  lesión	
  endotelial.	
  El	
  estado	
  de	
  diferenciación	
  de	
  

las	
   CPE	
   así	
   como	
   la	
   senescencia	
   celular	
   pueden	
   afectar	
   a	
   la	
  

capacidad	
   de	
   crecimiento	
   celular	
   y	
   comprometer	
   la	
  

reendotelización	
  tras	
  una	
  lesión	
  vascular.	
  	
  

	
  

El	
   crecimiento	
   de	
   las	
   CPE	
   en	
   cultivo	
   mostró	
   diferencias	
  

significativas	
  con	
   respecto	
  a	
   las	
  HUVEC.	
  Los	
  datos	
  obtenidos	
  de	
  

la	
   cinética	
   de	
   crecimiento	
   (Figura	
   35)	
   mostraron	
   una	
   fase	
   de	
  

latencia	
  más	
  prolongada	
  en	
  CPE	
  que	
   las	
  HUVEC	
  (2,4	
  días	
  vs.	
  1,3	
  

días;	
  p<0,05).	
  Además	
   los	
   cultivos	
  de	
  CPE	
  presentaron	
  una	
   fase	
  

de	
   crecimiento	
   exponencial	
   más	
   corta	
   y	
   alcanzaron	
   la	
   fase	
   de	
  

crecimiento	
  estacionario	
   4	
  días	
   tras	
   su	
   siembra	
   a	
  una	
  densidad	
  

de	
  saturación	
  de	
  5,2·∙105	
  células/cm2.	
  Sin	
  embargo,	
  los	
  cultivos	
  de	
  

HUVEC	
   alcanzaron	
   la	
   fase	
   de	
   crecimiento	
   estacionario	
   a	
   los	
   5	
  

días	
  de	
  haber	
  iniciado	
  su	
  cultivo	
  a	
  una	
  densidad	
  de	
  saturación	
  de	
  

17,7·∙105	
  células/cm2	
  (p<0,001).	
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5.1.7.4 Capacidad	
  vasculogénica	
  

Además	
  de	
  adherirse,	
  proliferar	
  y	
  crecer,	
   las	
  CPE	
  tienen	
  que	
  

ser	
   capaces	
   de	
   organizarse	
   en	
   estructuras	
   tridimensionales	
   y	
  

formar	
  los	
  nuevos	
  vasos	
  sanguíneos	
  necesarios	
  para	
  restablecer	
  

la	
  integridad	
  del	
  endotelio	
  y	
  el	
  flujo	
  sanguíneo.	
  	
  

	
  

La	
  capacidad	
  vasculogénica	
   in	
  vitro	
  de	
  los	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  se	
  

determinó	
  mediante	
  la	
  siembra	
  de	
  estas	
  células	
  sobre	
  una	
  matriz	
  

de	
  Matrigel.	
  Todos	
   los	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  y	
  HUVEC	
   fueron	
  capaces	
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Figura	
  35.	
   Curva	
  de	
   crecimiento	
   celular.	
   Inicialmente	
  se	
  sembraron	
  
1,5·∙104	
   células	
   (día	
   0)	
   en	
   placas	
   de	
   cultivo	
   de	
   24	
   pocillos	
   y	
   se	
  
determinó	
  el	
   número	
  total	
   de	
   células/pocillo	
  diariamente	
  durante	
  6	
  
días.	
   Los	
   resultados	
  muestra	
   el	
   recuento	
   total	
   de	
   células	
   para	
   cada	
  
cultivo	
  de	
   los	
   días	
   1	
   a	
   6	
   y	
   se	
   expresan	
   como	
  media	
   ±	
   SEM	
   (***p	
  <	
  
0,001	
   vs.	
   EPC	
  mediante	
  el	
   test	
  ANOVA	
  de	
  dos	
  vías	
   y	
  el	
  post-­‐test	
   de	
  
Bonferroni;	
  n=10).	
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de	
  organizase	
  en	
  estructuras	
   tubulares	
  de	
   forma	
  similar	
   (Figura	
  

36A).	
   Tras	
  24	
  horas	
  de	
   incubación	
   se	
  midió	
   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	
   µm	
   vs.	
   394±92	
   µm;	
  

p<0,05;	
  Figura	
  36B).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Los	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   aislados	
   a	
   partir	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre	
  

periférica	
   son	
   capaces	
   de	
   formar	
   estructuras	
   tubulares	
   sobre	
   una	
  

matriz	
   de	
   Matrigel	
   por	
   sí	
   mismos	
   y,	
   además,	
   muestran	
   una	
  

capacidad	
  de	
  adhesión	
  y	
  proliferación	
  similar	
  a	
  la	
  que	
  presentan	
  los	
  

cultivos	
  de	
  HUVEC.	
  Con	
  estos	
  resultados	
  podemos	
  garantizar	
  que	
  el	
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Figura	
   36.	
   Capacidad	
   vasculogénica.	
   Se	
   sembraron	
   1,5·∙105	
   células	
  
sobre	
   una	
  matriz	
   de	
  Matrigel	
   y	
   se	
   incubaron	
   durante	
   24	
  horas.	
   (A)	
  
Imágenes	
  representativas	
  de	
   las	
  estructuras	
   tubulares	
   formadas	
  por	
  	
  
las	
  células	
  sobre	
  la	
  matriz	
  de	
  Matrigel.	
  (B)	
  Análisis	
  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).	
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protocolo	
   aquí	
   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:	
  movilización	
  y	
  funcionalismo	
  

En	
  estados	
  fisiológicos,	
   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	
   algún	
  

factor	
   de	
   riesgo	
   cardiovascular	
   o	
   en	
   presencia	
   de	
   alguna	
   patología	
  

cardiovascular	
  como	
  es	
  el	
   IAM	
  (Deanfield	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Op	
  den	
  Buijs	
  et	
  

al.,	
  2004).	
  Por	
  ello	
  en	
  el	
  presente	
  trabajo	
  estudiamos	
  la	
  movilización	
  de	
  

las	
   CPE	
   en	
   el	
   IAM	
   y	
   su	
   evolución	
   durante	
   la	
   evolución	
   clínica	
   del	
  

paciente.	
  Además,	
  estudiamos	
  la	
  función	
  de	
  las	
  CPE	
  en	
  cultivo	
  aisladas	
  

a	
   partir	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre	
   extraídas	
   de	
   pacientes	
   con	
   IAM	
   a	
  

diferentes	
  tiempos.	
  

	
  

Para	
   la	
   realización	
   de	
   esta	
   parte	
   del	
   trabajo	
   se	
   incluyeron	
   sujetos	
  

sanos	
   (controles)	
   (n=50)	
   y	
   pacientes	
  de	
   IAM	
   (n=50),	
   atendiendo	
  a	
   los	
  

criterios	
   de	
   inclusión	
   presentados	
   en	
   el	
   apartado	
   de	
   Material	
   y	
  

métodos.	
   Para	
   los	
   sujetos	
   sanos	
   se	
   realizó	
   una	
   única	
   extracción	
   de	
  

sangre.	
  Para	
  los	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  se	
  realizaron	
  tres	
  extracciones	
  a	
  lo	
  

largo	
   de	
   su	
   evolución	
   clínica:	
   la	
   primera	
   extracción	
   se	
   realizó	
   en	
   las	
  

primeras	
  24	
  horas	
  tras	
  ser	
  diagnosticados	
  con	
  IAM;	
  la	
  segunda,	
  30	
  días	
  

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

	
  

Los	
   datos	
   demográficos	
   y	
   clínicos	
   basales	
   de	
   las	
   poblaciones	
   de	
  

estudio	
  se	
  presentan	
  en	
  la	
  tabla	
  7.	
  Los	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  presentaron	
  

valores	
  de	
  presión	
  arterial,	
  sistólica	
  y	
  diastólica,	
  superiores	
  a	
  los	
  sujetos	
  

sanos.	
  Además,	
   los	
  pacientes	
  con	
   IAM	
  mostraron	
   también	
  una	
  mayor	
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frecuencia	
   cardíaca.	
   En	
   cuanto	
   al	
   perfil	
   lipídico	
   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.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Debido	
  al	
  diseño	
  del	
  estudio	
  en	
  el	
  que	
  se	
  toma	
  muestras	
  de	
  sangre	
  

a	
  lo	
  largo	
  de	
  la	
  evolución	
  clínica	
  del	
  paciente,	
  consideramos	
  de	
  interés	
  

destacar	
  el	
  tratamiento	
  farmacológico	
  de	
  los	
  pacientes	
  en	
  el	
  momento	
  

del	
   alta.	
   De	
   esta	
  manera,	
   los	
   pacientes	
   con	
   IAM	
   fueron	
   tratados	
   con	
  

mayor	
  frecuencia	
  con	
  ácido	
  acetil	
  salicílico,	
  clopidogrel,	
   inhibidores	
  de	
  

la	
  enzima	
  convertidora	
  de	
  angiotensina/antagonistas	
  del	
  receptor	
  de	
  la	
  

CONTROL AMI P
Demographic6data

Men 40&(80)% 41&(82)% -
55,8&±&10,4 52,8&±&10,8 -
25,7&±&2,5 27,4&±&3,2 0,004

Clinical6data
123,4&&±&12,9 140&±&31,8 <&0,001
74,6&&±&7,6 84,3&±&20 0,002
69,5&±&9,6& 77,54&±&20,5 0,013
201,1&±&25& 196,6&±&41,6 0,510
126,7&±&22,2 128,9&±&31 0,692
56,2&±&9,9 43,32&±&8,7 <&0,001
86,6&±&31,3 171,6&±&111,9 <&0,001

- 5&(10%) -
- 11&(22%) -
- 15&(30%) -
- 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

Age&(years)
Body&mass&index

Hypercholesterolemia
Arterial&hypertension
Smoking

Systolic&blood&preassure&(mmHg)
Diastolic&blood&preassure&(mmHg)
Heart&rate&(bpm)
Total&cholesterol&(mg/dL)
LDL&(mg/dL)
HLD&(mg/dL)
Triglycerides
Diabetes

Tabla	
  7.	
  Datos	
  demográficos	
  y	
   clínicos	
  de	
  50	
   sujetos	
   sanos	
  y	
   50	
  pacientes	
  
con	
   IAM	
   de	
   los	
   que	
   se	
   obtuvieron	
   muestras	
   de	
   sangre	
   para	
   la	
  
determinación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  CPE	
  circulantes	
  y	
  CEC.	
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angiotensina,	
  beta-­‐bloqueantes	
  y	
  estatinas	
  de	
  acuerdo	
  con	
  las	
  actuales	
  

guías	
  para	
  el	
  tratamiento	
  de	
  IAM	
  (Tabla	
  7).	
  

	
  

5.2.1 Movilización	
   de	
   células	
   progenitoras	
   endoteliales	
  

circulantes	
   y	
   células	
   endoteliales	
   circulantes	
   en	
   el	
   infarto	
  

agudo	
  de	
  miocardio	
  	
  

El	
  estudio	
  de	
   las	
  CPE	
  circulantes	
  y	
  CEC	
  se	
  realizó	
  por	
  citometría	
  

de	
   flujo	
   en	
   muestras	
   de	
   sangre	
   periférica	
   de	
   sujetos	
   sanos	
   y	
   de	
  

pacientes	
   con	
   IAM	
   atendiendo	
   a	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
   marcadores	
  

CD34,	
  KDR	
  y	
  la	
  falta	
  de	
  expresión	
  de	
  CD45	
  para	
  las	
  CPE	
  circulantes	
  y	
  

la	
  expresión	
  de	
   los	
  marcadores	
  CD31,	
  CD146	
  y	
   la	
  usencia	
  de	
  CD45	
  

para	
  las	
  CEC	
  (Figura	
  37	
  y	
  38).	
  

	
  

El	
   número	
   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	
  

movilización	
   de	
   esta	
   población	
   tras	
   el	
   infarto.	
   Los	
   niveles	
   de	
   CPE	
  

seguían	
   aumentados	
   30	
   días	
   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	
   número	
   de	
   CPE	
   obtenido	
   fue	
   de	
   296	
   ±	
   333	
  

células/mL.	
   A	
   pesar	
   de	
   este	
   descenso,	
   los	
   niveles	
   de	
   CPE	
   seguían	
  

siendo	
  mayores	
  que	
  los	
  registrados	
  en	
  el	
  grupo	
  control	
  (79	
  ±	
  236	
  vs.	
  

296	
  ±	
  333;	
  p<0,01).	
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Por	
   otro	
   lado,	
   el	
   recuento	
   de	
   CEC	
   en	
   individuos	
   sanos	
   también	
  

demostró	
  diferencias	
   significativas	
  con	
   respecto	
  al	
  obtenido	
  en	
   los	
  

pacientes	
   con	
   infarto.	
   El	
   número	
   de	
   CEC	
   en	
   el	
   día	
   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	
  37.	
  Recuento	
  de	
  CPE	
  circulantes	
  en	
  sujetos	
  sanos	
  y	
  en	
  pacientes	
  con	
  
IAM.	
   Se	
   determinó	
   el	
   número	
   de	
   CPE	
   circulantes	
   (células	
   con	
   fenotipo	
  
CD34+KDR+CD45-­‐)	
   por	
  citometría	
  de	
   flujo	
  en	
  muestras	
  de	
  sangre	
  periférica	
  
procedente	
  de	
  controles	
  y	
  pacientes	
  con	
   IAM	
  a	
  los	
  0	
  días	
  (IAM	
  0d),	
  a	
  los	
  30	
  
días	
   (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)	
  



Resultados 
 

 124 

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

5.2.2 Determinación	
   de	
   la	
   capacidad	
   funcional	
   de	
   las	
  

células	
   progenitoras	
   endoteliales	
   en	
   cultivo	
   en	
   el	
   infarto	
  

agudo	
  de	
  miocardio	
  

La	
  determinación	
  de	
  la	
  capacidad	
  funcional	
  se	
  realizó	
  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	
  

realizó	
   con	
   un	
   subconjunto	
   de	
   sujetos	
   sanos	
   (controles)	
   (n=10)	
   y	
  

pacientes	
  con	
  IAM	
  (n=10).	
  Los	
  datos	
  demográficos	
  y	
  clínicos	
  basales	
  

para	
   esta	
   subpoblación	
   de	
   estudio	
   se	
   recogen	
   en	
   la	
   Tabla	
   8.	
   Los	
  

pacientes	
   con	
   IAM	
  mostraron	
  mayores	
   valores	
   de	
  presión	
   arterial,	
  

tanto	
   sistólica	
   como	
   diastólica,	
   comparado	
   con	
   los	
   sujetos	
   sanos.	
  

Los	
   niveles	
   de	
   LDL	
   y	
   triglicéridos	
   eran	
   también	
   mayores	
   para	
   los	
  

Figura	
   38.	
   Recuento	
   de	
   CEC	
  en	
   sujetos	
   sanos	
   y	
   en	
   pacientes	
   con	
   IAM.	
   Se	
  
determinó	
  el	
  número	
  de	
  CEC	
  (células	
  con	
  fenotipo	
  CD31+CD146+CD45-­‐)	
  por	
  
citometría	
   de	
   flujo	
   en	
   muestras	
   de	
   sangre	
   procedentes	
   de	
   controles	
   y	
  
pacientes	
   con	
   IAM	
  a	
   los	
   0	
  días	
   (IAM	
  0d),	
   a	
   los	
   30	
  días	
   (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)	
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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	
  subpoblación	
  es	
  

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

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Siguiendo	
  con	
  el	
  protocolo	
  de	
  cultivo	
  establecido,	
  se	
  obtuvieron	
  

cultivos	
   de	
   CPE	
   puros	
   en	
   los	
   diferentes	
   tiempos	
   de	
   evolución	
   del	
  

IAM	
   (caracterizados	
  morfológica	
   y	
   fenotípicamente	
   por	
   citometría	
  

de	
  flujo	
  e	
  inmunofluorescencia)	
  sobre	
  los	
  cuales	
  se	
  realizó	
  el	
  estudio	
  

funcional.	
  	
  

	
  

CONTROL AMI* P

7"(70)% 7"(70%) '
50"±"8.6 48"±"11.2 '
25.3"±"1.3 28.4"±"5.5 0.125

120.3""±"9.8 150.6"±"42.7 0.042
75.6""±"5 94.6"±"26.2 0.032
70.9"±"6.8" 80.3"±"23.6 0.247
177"±"24.5" 204.3"±"29.5 0.161
106.8"±"16.5 130.1"±"19.1 0.049
56.9"±"5.1 42.9"±"11.8 0.007
75.1"±"25.3 227.6"±"161.7 0.012

' 2"(20%) '
' 2"(20%) '
' 4"(40%) '
' 7"(70%) '

Acetylsalicylic"acid ' 10"(100%) '
Clopidogrel ' 9"(90%) '
ACEI/ARB ' 9"(90%) '
Beta'blockers ' 8"(80%) '
Statins" ' 10"(100%) '

Triglycerides

Arterial"hypertension
Smoking

Treatment

Data"expressed"as"n"(%)"or"mean"±"SD

Diabetes
Hypercholesterolemia

HLD"(mg/dL)

Variable
Demographic*data

Men
Age"(years)
Body"mass"index

Clinical*data
Systolic"blood"preassure"(mmHg)
Diastolic"blood"preassure"(mmHg)
Heart"rate"(bpm)
Total"cholesterol"(mg/dL)
LDL"(mg/dL)

Tabla	
  8.	
  Datos	
  demográficos	
  y	
   clínicos	
  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.	
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5.2.2.1 Adhesión	
  celular	
  

Para	
  estudiar	
  las	
  propiedades	
  adhesivas	
  de	
  las	
  CPE	
  en	
  el	
  IAM	
  

y	
   su	
   posible	
   modulación	
   a	
   lo	
   largo	
   de	
   la	
   evolución	
   clínica,	
  

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	
  incrementó	
  hasta	
  un	
  32,4	
  ±	
  

1,4	
  %	
  (p<0,05	
  vs.	
  control)	
  en	
  CPE	
  de	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  aisladas	
  

el	
  mismo	
  día	
  del	
  evento	
  agudo.	
  Además,	
  este	
   incremento	
  en	
   la	
  

capacidad	
   de	
   adhesión	
   se	
   mantenía	
   durante	
   al	
   menos	
   30	
   días	
  

después	
  del	
  evento	
  agudo	
  (35,5	
  ±	
  4,0%;	
  p<0,05	
  vs.	
  control).	
  Sin	
  

embargo,	
   la	
   capacidad	
   de	
   adhesión	
   se	
   revirtió	
   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	
  

30	
  d).	
  	
  

	
  

La	
   adhesión	
   de	
   las	
   CPE	
   a	
   los	
   diferentes	
   componentes	
   de	
   la	
  

matriz	
  extracelular	
  está	
  mediada	
  por	
  integrinas.	
  Por	
  este	
  motivo	
  

estudiamos	
  el	
  patrón	
  de	
  expresión	
  de	
   las	
   integrinas	
  α2,	
  α3,	
  α5,	
  

αL,	
  αV,	
  β1,	
  β3	
  y	
  β4	
  en	
  CPE	
  en	
  el	
  IAM	
  y	
  su	
  evolución	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  

tiempo.	
   La	
   expresión	
   de	
   las	
   integrinas	
   α2,	
   α3,	
   αL,	
   β1,	
   β3	
   y	
   β4	
  

mostraron	
   niveles	
   de	
   expresión	
   similares	
   entre	
   sujetos	
   sanos	
   y	
  

pacientes	
   con	
   IAM	
   y	
   se	
   mantuvieron	
   sin	
   variación	
   durante	
   la	
  

evolución	
  clínica	
  del	
  IAM.	
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Sin	
   embargo,	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   las	
   integrinas	
   α5	
  

and	
  αV	
  mostraron	
  una	
   fuerte	
   tendencia	
   al	
   alza	
   en	
  CPE	
  aisladas	
  

de	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  el	
  día	
  del	
  infarto	
  (IAM	
  0d)	
  (Figura	
  40A	
  y	
  B).	
  

Este	
  aumento	
  alcanzó	
  la	
  significación	
  estadística	
  30	
  días	
  después	
  

del	
   infarto	
   (IAM	
   30d)	
   cuando	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   para	
   las	
  

integrinas	
  α5	
  and	
  αV	
  habían	
  aumentado	
  1,74	
  ±	
  0,23	
  y	
  1,45	
  ±	
  0,11	
  

veces	
  respectivamente,	
  comparado	
  con	
  los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  

encontrados	
   para	
   las	
   CPE	
   aisladas	
   de	
   controles	
   (p<0,05	
   vs.	
  

control).	
  Los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  las	
  integrinas	
  α5	
  and	
  αV	
  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	
  39.	
  Adhesión	
  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	
   incubación	
   se	
   realizó	
   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	
  
vía	
  y	
  el	
  post-­‐test	
  Newman-­‐Keuls	
  para	
  comparaciones	
  múltiples.	
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Figura	
  40.	
  Niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  las	
  integrinas	
  α5	
  y	
  αV.	
  La	
  cuantificación	
  
de	
   la	
   expresión	
  de	
   las	
   integrinas	
  se	
  realizó	
  por	
  Western	
  Blot	
  en	
  cultivos	
  de	
  
CPE	
  aisladas	
  de	
  muestras	
  de	
  sangre	
  periférica	
  de	
  sujetos	
  sanos	
  y	
  de	
  pacientes	
  
con	
   IAM.	
   Los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   las	
   integrinas	
   α5	
   (A)	
   y	
   αV	
   (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<0.05	
  y	
  
##p<0.01	
   vs.	
   IAM	
  30d	
  mediante	
  ANOVA	
  de	
  una	
  vía	
  y	
   el	
  post-­‐test	
  Newman-­‐
Keuls	
  para	
  comparaciones	
  múltiples.	
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5.2.2.2 Proliferación	
  celular	
  

La	
  capacidad	
  de	
  proliferación	
  de	
   los	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  se	
  testó	
  

tras	
   su	
   estimulación	
   con	
   medio	
   endotelial	
   completo	
   EGM-­‐2	
  

después	
   de	
   un	
   periodo	
   de	
   ayuno.	
   Los	
   resultados	
   obtenidos	
  

desvelaron	
  una	
  disminución	
  en	
   la	
   capacidad	
  proliferativa	
  de	
   las	
  

CPE	
   aisladas	
   de	
   pacientes	
   el	
   día	
   del	
   infarto	
   (IAM	
   0d)	
   y	
   30	
   días	
  

después	
  (IAM	
  30d)	
  con	
  respecto	
  al	
  grupo	
  control	
  (p<0,05;	
  Figura	
  

41).	
   Esta	
   reducción	
   en	
   la	
   capacidad	
   proliferativa	
   se	
   revirtió	
  

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.	
  Proliferación	
  celular	
  de	
   las	
  CPE	
  en	
  el	
  IAM.	
  Proliferación	
  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	
  tiñeron	
  con	
   ioduro	
  de	
  propidio	
  para	
  el	
  análisis	
  del	
  ciclo	
  celular	
  mediante	
  
citometría	
   de	
   flujo.	
   Los	
   resultados	
   representan	
   el	
   porcentaje	
   de	
   células	
   en	
  
proliferación	
  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	
   vía	
   y	
   post-­‐test	
   para	
  
comparaciones	
  múltiples	
  de	
  Newman-­‐Keuls.	
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5.2.2.3 Curva	
  de	
  crecimiento	
  celular	
  

Para	
   analizar	
   la	
   capacidad	
   de	
   crecimiento	
   celular	
   y	
   su	
  

modificación	
   en	
   la	
   evolución	
   clínica	
   del	
   IAM,	
   se	
   sembraron	
  

cantidades	
  idénticas	
  de	
  CPE	
  de	
  sujetos	
  sanos	
  y	
  de	
  pacientes	
  con	
  

IAM	
  obtenidas	
  el	
  mismo	
  día	
  del	
   infarto,	
  a	
   los	
  30	
  días	
  y	
  6	
  meses	
  

después	
  del	
  infarto.	
  

	
  

Los	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   aislados	
   de	
   sujetos	
   sanos	
   alcanzaron	
   la	
  

fase	
  de	
  crecimiento	
  estacionario	
  a	
  los	
  5	
  días	
  del	
  inicio	
  del	
  cultivo	
  

a	
  una	
  densidad	
  de	
  saturación	
  de	
  6.0	
  ±	
  1,1	
  x	
  104	
  cells/cm2	
  (Figura	
  

42).	
  En	
  cambio,	
  para	
  los	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  aislados	
  de	
  muestras	
  de	
  

sangre	
   de	
   pacientes	
   con	
   IAM	
   el	
   día	
   del	
   infarto,	
   la	
   fase	
   de	
  

crecimiento	
  estacionario	
  se	
  alcanzó	
  a	
  los	
  4	
  días	
  de	
  cultivo	
  a	
  una	
  

densidad	
  de	
  saturación	
  de	
  3,6	
  ±	
  0,5	
  x	
  104	
  cells/cm2.	
  Para	
  las	
  CPE	
  

aisladas	
   30	
   días	
   después	
   del	
   infarto	
   la	
   fase	
   de	
   crecimiento	
  

estacionario	
  se	
  alcanzó	
  a	
  los	
  4	
  días	
  de	
  cultivo	
  a	
  una	
  densidad	
  de	
  

saturación	
   de	
   1,9	
   ±	
   0,5	
   x	
   104	
  cells/cm2	
  (p<0,001	
   vs.	
   control).	
   En	
  

CPE	
   aisladas	
   a	
   los	
   6	
   meses	
   del	
   infarto	
   la	
   fase	
   estacionaria	
   se	
  

alcanzó	
  a	
  los	
  5	
  días	
  a	
  una	
  densidad	
  de	
  saturación	
  de	
  6.0	
  ±	
  1,1	
  x	
  

104	
  cells/cm2	
   (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	
   está	
   reducida	
   en	
   la	
  

fase	
   inicial	
   de	
   la	
   patología	
   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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5.2.2.4 Capacidad	
  vasculogénica	
  

La	
   capacidad	
   vasculogénica	
   in	
   vitro	
   de	
   CPE	
   en	
   el	
   IAM	
   y	
   su	
  

evolución	
  en	
  el	
   tiempo	
  se	
  estudió	
  midiendo	
   la	
   longitud	
  total	
  de	
  

las	
  estructuras	
  tubulares	
  formadas	
  por	
  las	
  CPE	
  sobre	
  una	
  matriz	
  

de	
   Matrigel	
   (Figura	
   43A).	
   Aunque	
   no	
   encontramos	
   diferencias	
  

estadísticamente	
   significativas	
   en	
   la	
   longitud	
   total	
   de	
   las	
  

estructuras	
  tubulares	
  entre	
  controles	
  (563	
  ±	
  45	
  µm;	
  Figura	
  43B)	
  y	
  

etapas	
   iniciales	
  en	
   la	
  evolución	
  del	
   IAM	
  (IAM	
  0d	
  :	
  381	
  ±	
  69	
  µm;	
  

IAM	
  30d	
   :	
  436	
  ±	
  49	
  µm),	
   se	
  observa	
  morfológicamente	
  una	
  red	
  

menos	
  establecida	
  de	
  contactos	
  entre	
  las	
  células	
  (Figura	
  43A).	
  En	
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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	
  día	
  (IAM	
  0d),	
  a	
  los	
  30	
  días	
  (IAM	
  30d)	
  y	
  6	
  meses	
  (IAM	
  
6m)	
   después	
  del	
   infarto.	
   Se	
   sembraron	
  1,5·∙104	
   células	
   (día	
   0)	
   en	
  placas	
   de	
  
cultivo	
   de	
   24	
   pocillos	
   y	
   se	
   determinó	
   el	
   número	
   total	
   de	
   células/pocillo	
  
diariamente	
  durante	
  6	
  días.	
  Los	
  resultados	
  muestran	
  los	
  contajes	
  totales	
  de	
  
celulas	
  para	
  cada	
  cultivo	
  de	
   los	
  días	
  1	
  –	
  6.	
  Los	
  resultados	
  se	
  expresan	
  como	
  
media	
  ±	
  SEM	
  (n	
  =6-­‐8	
  ).	
  ***p	
  <	
  0.001;	
  **p	
  <	
  0.01	
  mediante	
  el	
  test	
  ANOVA	
  de	
  
dos	
  vías	
  y	
  el	
  post-­‐test	
  de	
  Bonferroni).	
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cambio,	
   en	
  CPE	
   aisladas	
   6	
  meses	
   después	
  del	
   infarto	
   (IAM	
  6m)	
  

observamos	
  un	
  incremento	
  en	
  la	
  capacidad	
  vasculogénica	
  (686	
  ±	
  

111	
   µm;	
   p<0,05	
   vs.	
   IAM	
   0d)	
   y	
   una	
  morfología	
   comparable	
   a	
   la	
  

obtenida	
  para	
  los	
  cultivos	
  control.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

En	
   conjunto,	
   los	
   resultados	
   indican	
   una	
   modulación	
   de	
   las	
  

capacidades	
   funcionales	
  de	
   las	
  CPE	
  durante	
   la	
  evolución	
  del	
   IAM.	
  Por	
  

un	
   lado	
  observamos	
  una	
  disminución	
  en	
   la	
  capacidad	
  de	
  crecimiento,	
  

proliferación	
   y	
   vasculogenesis	
   en	
   CPE	
   aisladas	
   en	
   las	
   primeras	
   etapas	
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Figura	
   43.	
   Capacidad	
   vasculogénica	
   in	
   vitro	
  de	
   las	
   CPE	
   en	
  el	
   IAM.	
  1.5x105	
  
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)	
   Imágenes	
   representativas	
   de	
   las	
   estructuras	
   tubulares	
   formadas	
  
sobre	
   la	
   matriz	
   de	
   Matrigel.	
   (B)	
   Cuantificación	
   de	
   la	
   longitud	
   total	
   de	
   las	
  
estructuras	
   tubulares	
  para	
  cada	
  condición	
  experimental	
   representada	
  como	
  
media	
  ±	
  SEM	
  (n	
  =6-­‐8).	
  #p<0.05	
  vs.	
  IAM	
  0d	
  mediante	
  ANOVA	
  de	
  una	
  vía	
  y	
  el	
  
post-­‐test	
  Newman-­‐Keuls	
  para	
  comparaciones	
  múltiples.	
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de	
   evolución	
   clínica	
   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	
  sería	
  la	
  adhesión.	
  Sin	
  embargo,	
  6	
  meses	
  

después	
  del	
   infarto,	
   las	
  principales	
   actividades	
   funcionales	
  de	
   las	
  CPE	
  

son	
   el	
   crecimiento,	
   la	
   proliferación	
   y	
   la	
   vasculogénesis	
   y	
   que	
   además	
  

son	
  similares	
  a	
  las	
  encontradas	
  para	
  CPE	
  aisladas	
  de	
  controles.	
  

	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
   se	
   produce	
   una	
   adaptación	
   funcional	
   de	
   las	
   CPE	
   a	
   lo	
  

largo	
   de	
   la	
   evolución	
   del	
   IAM,	
   comenzando	
   con	
   un	
   aumento	
   de	
   la	
  

adhesión	
  tras	
  el	
  evento	
  isquémico	
  que	
  se	
  prolonga	
  durante	
  un	
  período	
  

de	
   hasta	
   30	
   días.	
   Una	
   vez	
   adheridas	
   sobre	
   la	
   zona	
   del	
   endotelio	
  

dañada,	
   las	
   CPE	
   adaptarían	
   su	
   función	
   a	
   las	
   nuevas	
   condiciones	
   y	
  

aumentarían	
   su	
   capacidad	
   de	
   crecimiento,	
   de	
   proliferación	
   y	
  

vasculogénica	
   con	
   la	
   finalidad	
   de	
   restablecer	
   la	
   integridad	
   endotelial	
  

comprometida	
  por	
  el	
  proceso	
  isquémico.	
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5.3 Modificiación	
   de	
   la	
   función	
   de	
   las	
   células	
   progenitoras	
  

endoteliales	
   en	
   cultivo	
   por	
   exposición	
   a	
  micropartículas	
   Sonic	
  

Hedgehog	
  

Las	
   MPShh+	
   han	
   mostrado	
   tener	
   un	
   efecto	
   beneficioso	
   sobre	
   el	
  

sistema	
  cardiovascular,	
  como	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  producción	
  de	
  NO	
  por	
  

parte	
   de	
   CE	
   en	
   el	
  modelo	
   animal,	
   la	
   inducción	
   de	
   la	
   angiogénesis	
   en	
  

HUVEC	
   en	
   cultivo	
   	
   así	
   como	
   incrementar	
   la	
   expresión	
   de	
   diferentes	
  

factores	
  proangiogénicos.	
  

	
  

Por	
  esta	
  razón,	
  testamos	
  el	
  efecto	
  de	
  las	
  MPShh+	
  sobre	
  la	
  biología	
  de	
  

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

de	
  sangre	
  periférica	
  de	
  sujetos	
  sanos	
  (n=5).	
  Las	
  MPShh+	
  se	
  produjeron	
  a	
  

partir	
   de	
   la	
   línea	
   celular	
   CEM	
   sometida	
   a	
   un	
   tratamiento	
   específico	
  

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

CPE	
   se	
   trataron	
   con	
   las	
   MPShh+	
   y	
   MPShh-­‐	
   y	
   se	
   analizaron	
   dos	
   de	
   los	
  

parámetros	
  que	
  mejor	
  definen	
   la	
   función	
  endotelial,	
   la	
  producción	
  de	
  

NO	
  y	
  la	
  vasculogénesis.	
  

	
  

La	
   producción	
   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	
  supervisión	
  de	
  la	
  

Dra.	
   Mª	
   Carmen	
   Martínez,	
   durante	
   la	
   estancia	
   predoctoral	
   del	
  

doctorando.	
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5.3.1 Interacción	
   de	
   las	
   micropartículas	
   Sonic	
   Hedgehog	
  

con	
  las	
  células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  

La	
  determinación	
  de	
  los	
  mecanismos	
  de	
  interacción	
  entre	
  CPE	
  y	
  

MPShh+	
   se	
   realizó	
   mediante	
   el	
   tratamiento	
   de	
   cultivos	
   de	
   CPE	
  

confluentes	
   con	
  MPShh+	
  marcadas	
   con	
   PKH67	
   a	
   diferentes	
   tiempos	
  

(30	
  minutos,	
  2	
  horas	
  y	
  24	
  horas)	
  a	
  37°C	
  .	
  Como	
  control	
  negativo	
  de	
  

la	
   internalización	
   parte	
   de	
   los	
   cultivos	
   sometidos	
   a	
   los	
   mismos	
  

tratamientos	
  se	
  incubaron	
  a	
  durante	
  los	
  mismos	
  periodos	
  a	
  4°C.	
  Al	
  

finalizar	
  los	
  tiempos	
  de	
  incubación	
  las	
  células	
  se	
  observaron	
  a	
  través	
  

de	
  un	
  microscopio	
  invertido	
  de	
  fluorescencia.	
  

	
  

A	
   las	
   24	
   horas	
   de	
   incubación	
   a	
   37°C,	
   las	
   MPShh+	
   marcadas	
   con	
  

PKH67	
  se	
  encontraban	
  en	
  el	
   interior	
  de	
  todas	
  las	
  CPE	
  analizadas.	
  A	
  

tiempos	
   de	
   incubación	
   menores,	
   30	
   minutos	
   y	
   2	
   horas,	
   no	
   se	
  

observaron	
  MPShh+	
  marcadas	
  en	
  el	
  interior	
  de	
  las	
  CPE	
  (Figura	
  44A-­‐D).	
  

En	
   un	
   estudio	
   más	
   detallado	
   del	
   fenómeno	
   de	
   internalización,	
   el	
  

citoesqueleto	
  y	
   los	
  núcleos	
  de	
   las	
  CPE	
  se	
  tiñeron	
  con	
  Rhodamina	
  y	
  

DAPI	
  respectivamente	
  y	
  se	
  observaron	
  con	
  un	
  microscopio	
  confocal.	
  

En	
   CPE	
   tratadas	
   con	
   MPShh+	
   teñidas	
   con	
   PKH67	
   durante	
   24	
   horas	
  

observamos	
   como	
   todas	
   ellas	
   presentan	
   MPShh+	
   teñidas	
   en	
   su	
  

interior	
   (Figura	
   44E;	
   plano	
   XY).	
   Además,	
   en	
   planos	
   ortogonales	
  

obtenidos	
  por	
  microscopia	
  confocal	
  pudimos	
  observar	
  MP	
  teñidas	
  a	
  

lo	
   largo	
   de	
   todo	
   el	
   grosor	
   de	
   la	
  monocapa	
   endotelial	
   (Figura	
   44F;	
  

plano	
   YZ)	
   confirmando	
   su	
   localización	
   citoplasmática,	
   a	
   la	
   misma	
  

altura	
  del	
  núcleo	
  celular.	
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Figura	
  44.	
   Internalización	
  de	
   las	
  MP	
  en	
  CPE.	
  Cultivos	
  confluentes	
  de	
  CPE	
  se	
  
incubaron	
  con	
  10	
  µg/mL	
  de	
  MPShh+	
  marcadas	
  con	
  PKH67	
  (verde)	
  durante	
  30	
  
minutos,	
  2	
  y	
  24	
  horas.	
  El	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  se	
  tiñó	
  con	
  rodamina	
  (rojo)	
  
y	
   los	
   núcleos	
   con	
   DAPI	
   (azul).	
   (A-­‐D)	
   Imágenes	
   de	
   fluorescencia	
   de	
   CPE	
  
tratadas	
   con	
   MPShh+	
   marcadas	
   con	
   PKH67	
   capturadas	
   con	
   el	
   microscopio	
  
invertido	
  de	
  fluorescencia	
  Nikon	
  Eclipse-­‐Ti,	
  objetivo	
  10X	
  (magnificación	
  total	
  
100X).	
  (E)	
  Imágenes	
  de	
  fluorescencia	
  capturadas	
  con	
  el	
  microscopio	
  confocal	
  	
  
LMS	
   700,	
   (objetivo	
   63X;	
   magnificación	
   total	
   630X;	
   Plano	
   XY).	
   (F)	
   Sección	
  
ortogonal	
  (plano	
  YZ).	
  (MIF=	
  intensidad	
  media	
  de	
  fluorescencia).	
  Las	
  imágenes	
  
son	
  representativas	
  de	
  5	
  experimentos	
  independientes.	
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5.3.2 Efecto	
   de	
   las	
   micropartículas	
   Sonic	
   Hedgehog	
   en	
   la	
  

expresión	
  génica	
  de	
  las	
  células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  	
  

La	
   ruta	
   de	
   señalización	
   Hedgehog	
   esta	
   mediada	
   por	
   dos	
  

proteínas	
   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	
  

señalización	
   que	
   resulta	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   señalización	
  

Hedgehog	
   y	
   aumento	
   de	
   la	
   expresión	
   del	
   factor	
   de	
   transcripción	
  

GLI1	
   (Riobo	
   and	
   Manning,	
   2007).	
   Además,	
   se	
   ha	
   demostrado	
  

recientemente	
   que	
   la	
   activación	
   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	
   expresión	
  	
  

génica	
  por	
  RT-­‐qPCR	
  de	
   los	
  principales	
   componentes	
  de	
   las	
   ruta	
  de	
  

señalización	
  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	
   µg/mL	
   de	
  MPShh+,	
   la	
  

expresión	
   de	
   los	
   genes	
   PTCH1,	
   SMO,	
   GLI1	
   aumentó	
  

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	
  

µg/mL	
  de	
  MPShh-­‐	
  no	
  se	
  observó	
  ninguna	
  modificación	
  en	
  la	
  expresión	
  

de	
  estos	
  genes	
  comparada	
  con	
  CPE	
  no	
  tratadas,	
  lo	
  que	
  implica	
  que	
  



Resultados 
 

 138 

el	
  efecto	
  observado	
  se	
  debe	
  únicamente	
  al	
  morfogen	
  Shh	
  y	
  no	
  a	
  la	
  

presencia	
  de	
  las	
  MP.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

El	
   tratamiento	
   de	
   CPE	
   con	
   MPShh+	
   también	
   aumentó	
  

significativamente	
   la	
   expresión	
   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).	
  

De	
   nuevo,	
   el	
   tratamiento	
   con	
  MPShh-­‐	
   no	
   tuvo	
   efecto	
   alguno	
   en	
   la	
  

expresión	
  de	
  estos	
  genes.	
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Figura	
  45.	
  Efecto	
  de	
  las	
  MP	
  en	
  la	
  expresión	
  génica	
  de	
  los	
  componentes	
  de	
  la	
  
ruta	
   de	
   señalización	
   Hedgehog	
   en	
   CPE.	
   Las	
   CPE	
   se	
   trataron	
   con	
   10	
  µg/mL	
  
MPShh+	
  o	
  10	
  µg/mL	
  MPShh-­‐	
  durante	
  24	
  horas	
  y	
  se	
  analizó	
   la	
  expresión	
  de	
   los	
  
genes	
  PTCH1,	
   SMO,	
   GLI1	
   por	
   RT-­‐qPCR.	
   Los	
   resultados	
   se	
   expresaron	
   como	
  
media	
  ±	
  SEM	
  (n=3-­‐5).	
  **p<0,01;	
  ***p<0,001	
  vs.	
  control,	
  mediante	
  ANOVA	
  de	
  
una	
  vía	
  y	
  el	
  post-­‐test	
  Newman-­‐Keuls	
  para	
  comparaciones	
  múltiples.	
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5.3.3 Efecto	
  de	
  las	
  micropartículas	
  Sonic	
  Hedgehog	
  sobre	
  la	
  

función	
  de	
  las	
  células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  

Una	
   vez	
   demostrado	
   que	
   las	
  MP	
   pueden	
   interaccionar	
   con	
   las	
  

CPE	
   e	
   inducir	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   genes	
   de	
   interés	
  

cardiovascular	
   quisimos	
   determinar	
   su	
   efecto	
   sobre	
   la	
   función	
  

celular.	
   Para	
   ello	
   se	
   analizó	
   la	
   capacidad	
   vasculogénica	
   y	
   la	
  

capacidad	
   de	
   producir	
   NO	
   mediante	
   el	
   uso	
   de	
   inhibidores	
  

Figura	
   46.	
   Efecto	
   de	
   las	
   MP	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   genes	
   de	
   interés	
  
cardiovascular	
  en	
  CPE.	
  Las	
  CPE	
  se	
  trataron	
  con	
  10	
  µg/mL	
  MPShh+	
  o	
  10	
  µg/mL	
  
MPShh-­‐	
  durante	
  24	
  horas	
  y	
  se	
  analizó	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  genes	
  NOS3,	
  VEFGA,	
  
KDR	
  and	
  KLF2	
  por	
  RT-­‐qPCR.	
  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	
  
vía	
  y	
  el	
  post-­‐test	
  Newman-­‐Keuls	
  para	
  comparaciones	
  múltiples.	
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específicos	
   los	
  mecanismos	
  moleculares	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
  

Shh	
  implicados	
  en	
  estas	
  funciones	
  celulares.	
  

	
  

5.3.3.1 Efecto	
  de	
   las	
  micropartículas	
  Sonic	
  Hedgehog	
  en	
  

la	
   capacidad	
   vasculogénica	
   in	
   vitro	
   de	
   las	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  

Como	
  hemos	
  visto	
  durante	
  la	
  caracterización	
  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	
  µg/mL	
  

MPShh-­‐	
   no	
   afectó	
   a	
   la	
   capacidad	
   vasculogénica	
   de	
   las	
   CPE.	
   Sin	
  

embargo,	
  cuando	
  las	
  CPE	
  se	
  trataron	
  con	
  10	
  µg/mL	
  de	
  MPShh+	
  la	
  

longitud	
   total	
  de	
   las	
  estructuras	
   tubulares	
  aumento	
  1,85	
  ±	
  0,16	
  

veces	
   (***p<0,001	
   vs.	
   control;	
   Figura	
   47B),	
   observándose	
  

también	
   una	
   mejora	
   en	
   la	
   organización	
   de	
   las	
   estructuras	
  

tubulares	
  (Figura	
  47A).	
  

	
  

Para	
   elucidar	
   los	
  mecanismos	
   subyacentes	
   al	
   aumento	
  de	
   la	
  

capacidad	
   vasculogénica	
   de	
   las	
   CPE	
   tratadas	
   con	
   MPShh+	
  

utilizamos	
   dos	
   inhibidores,	
   la	
   ciclopamina	
   (15	
   µM;	
   inhibidor	
  

selectivo	
  del	
  efector	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  de	
  Shh,	
  SMO)	
  y	
  el	
  

LY294002	
   (10	
   µM;	
   inhibidor	
   selectivo	
   de	
   la	
   actividad	
   PI3K).	
  

Comparado	
   con	
   las	
   CPE	
   tratadas	
   únicamente	
   con	
   MPShh+,	
   la	
  

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	
   sí	
   mismas	
   no	
   tuvieron	
   efecto	
  

alguno	
  en	
  la	
  capacidad	
  vasculogénica	
  de	
  las	
  CPE.	
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Figura	
  47.	
  Efecto	
  de	
   las	
  MP	
  en	
   la	
  capacidad	
  vasculogénica	
   in	
  vitro	
  de	
  CPE.	
  
Las	
   CPE	
   se	
   trataron	
   con	
   10	
   µg/mL	
   MPShh+	
   o	
   10	
   µg/mL	
   MPShh-­‐	
   durante	
   24	
  
horas,	
  preincubadas	
  o	
  no	
   con	
  15µM	
  ciclopamina	
   	
  o	
  10	
  µM	
  LY294002	
  sobre	
  
una	
   matriz	
   de	
   Matrigel.	
   (A)	
   Imágenes	
   representativas	
   de	
   5	
   experimentos	
  
independientes	
   de	
   las	
   estructuras	
   tubulares	
   formadas	
   sobre	
   la	
   matriz	
   del	
  
Matrigel.	
   (B)	
  Cuantificación	
  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.	
   MPShh+,	
  
mediante	
   ANOVA	
   de	
   una	
   vía	
   y	
   el	
   post-­‐test	
   Newman-­‐Keuls	
   para	
  
comparaciones	
  múltiples.	
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En	
  conjunto,	
  los	
  resultados	
  indican	
  que	
  en	
  CPE	
  el	
  incremento	
  

de	
   la	
   capacidad	
   vasculogénica	
   inducida	
   por	
   el	
   tratamiento	
   con	
  

MPShh+	
  está	
  mediado	
  por	
   la	
  activación	
  de	
   la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  

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

	
  

5.3.3.2 Efecto	
  de	
   las	
  micropartículas	
   Sonic	
  Hedgehog	
  en	
  

la	
   capacidad	
   vasculogénica	
   in	
   vivo	
   de	
   las	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  	
  

Para	
  analizar	
  el	
  efecto	
  in	
  vivo	
  de	
  las	
  MPShh+	
  en	
  la	
  capacidad	
  de	
  

la	
   CPE	
   para	
   formar	
   nuevos	
   vasos	
   sanguíneos	
   se	
   realizaron	
  

experimentos	
   en	
   ratón	
   mediante	
   la	
   técnica	
   	
   “Matrigel	
   Plug	
  

Assay”.	
  Para	
  ello,	
  cultivos	
  confluentes	
  de	
  CPE	
  se	
  incubaron	
  o	
  no	
  

con	
  MPShh+	
   durante	
   24	
  horas.	
   Tras	
   el	
   periodo	
  de	
   incubación	
   las	
  

células	
  se	
  recogieron	
  y	
  se	
  prepararon	
   los	
   implantes	
  de	
  Matrigel	
  

que	
  se	
  inyectaron	
  subcutáneamente	
  en	
  la	
  zona	
  dorsal	
  de	
  ratones	
  

nude	
  RjOrl:NMRI-­‐Foxn1nu/Foxn1nu.	
  A	
   los	
  7	
  días,	
   los	
   implantes	
  se	
  

retiraron	
   y	
   se	
   analizó	
   el	
   contenido	
   total	
   de	
   hemoglobina	
   por	
  

implante.	
  	
  

	
  

Cuando	
  se	
  retiraron	
  los	
  implantes	
  de	
  Matrigel	
  se	
  observó	
  una	
  

mayor	
  coloración	
  roja,	
   indicativo	
  de	
  un	
  mayor	
  número	
  de	
  vasos	
  

sanguíneos,	
  en	
  los	
  implantes	
  que	
  contenían	
  CPE	
  pretratadas	
  con	
  

MPShh+	
   durante	
   24	
   horas	
   (Figura	
   48A).	
   Estos	
   resultados	
   fueron	
  

confirmados	
   con	
   la	
   determinación	
   del	
   contenido	
   total	
   de	
  

hemoglobina	
   en	
   cada	
   implante.	
   La	
   figura	
   48B	
  muestra	
   como	
  el	
  

tratamiento	
   con	
   MPShh+	
   incrementó	
   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).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

5.3.3.3 Efecto	
  de	
   las	
  micropartículas	
  Sonic	
  Hedgehog	
  en	
  

la	
   capacidad	
   de	
   producción	
   de	
   NO	
   de	
   las	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  

A	
   continuación	
   estudiamos	
   la	
   producción	
   de	
   NO	
   en	
   CPE	
  

tratadas	
   con	
   MPShh+	
   y	
   para	
   profundizar	
   en	
   los	
   mecanismos	
  

implicados	
  en	
  este	
  proceso	
  las	
  CPE	
  se	
  incubaron	
  en	
  presencia	
  de	
  

MPShh+	
   (10	
   µg/mL)	
   pretratadas	
   o	
   no	
   con	
   los	
   inhibidores	
  

ciclopamina	
   (15	
   µM)	
   y	
   LY294002	
   (10	
   µM)	
   durante	
   1	
   hora.	
   El	
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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	
   µg/mL	
  MPShh+	
   durante	
   24	
   horas.	
   Tras	
   el	
  
tratamiento,	
   las	
   CPE	
   se	
   recuperaron	
   y	
   se	
   incluyeron	
   en	
   los	
   implantes	
   de	
  
Matrigel	
  que	
  finalmente	
  se	
  trasplantaron	
  subcutáneamente	
  en	
  ratones	
  nude	
  
(A)	
  Imágenes	
  representativas	
  de	
  los	
  implantes	
  de	
  Matrigel	
  tras	
  su	
  extracción.	
  
(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.	
  



Resultados 
 

 144 

tratamiento	
  de	
   las	
  CPE	
  MPShh+	
   incrementó	
   la	
  producción	
  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	
   producción	
   de	
  NO	
  mediada	
   por	
  

MPShh+	
   fue	
   completamente	
   abolido	
   (p<0.001	
   vs.	
   MPShh+;	
   Figura	
  

49B)	
   restaurando	
   los	
   valores	
   de	
   producción	
   de	
   NO	
   a	
   los	
  

encontrados	
  en	
  células	
  no	
  tratadas.	
  Las	
  CPE	
  tratadas	
  con	
  MPShh-­‐,	
  

con	
  ciclopamina	
  o	
  LY294002	
  mostraron	
  niveles	
  de	
  producción	
  de	
  

NO	
   similares	
   a	
   los	
   encontrados	
   para	
   CPE	
   no	
   tratadas,	
  

descartando	
  un	
  efecto	
  sobre	
  el	
  incremento	
  de	
  producción	
  NO.	
  

	
  

Asimismo	
  estudiamos	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  enzimas	
  encargados	
  

de	
  regular	
  la	
  producción	
  NO	
  en	
  CE.	
  El	
  tratamiento	
  con	
  MPShh+	
  no	
  

tuvo	
   ningún	
   efecto	
   en	
   la	
   expresión	
   proteica	
   del	
   enzima	
   AKT	
   ni	
  

tampoco	
  en	
  la	
  fosforilación	
  en	
  su	
  sitio	
  activador	
  Ser	
  473	
  (Figuras	
  

50A	
  y	
  B).	
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Figura	
   49.	
   Efecto	
   de	
   las	
   MP	
   en	
   la	
   producción	
   de	
   NO	
   en	
   CPE.	
   Las	
   CPE	
   se	
  
trataron	
   con	
   10	
   µg/mL	
   MPShh+	
   o	
   10	
   µg/mL	
   MPShh-­‐	
   durante	
   24	
   horas,	
  
preincubadas	
  o	
  no	
  con	
  ciclopamina	
  15µM	
  o	
  LY294002	
  10	
  µM.	
   Transcurrido	
  
este	
   tiempo	
   se	
   añadió	
   la	
   sonda	
   fluorescente	
   DAF-­‐FM	
   diacetato	
   para	
   la	
  
determinación	
   de	
   la	
   producción	
   de	
   NO.	
   (A)	
   Imágenes	
   representativas	
  
obtenidas	
   por	
   microscopía	
   de	
   fluorescencia.	
   (B)	
   Cuantificación	
   de	
   la	
  
producción	
   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.	
  MPShh+,	
  mediante	
  ANOVA	
  de	
  una	
  vía	
  y	
  el	
  post-­‐test	
  Newman-­‐
Keuls	
  para	
  comparaciones	
  múltiples.	
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Figura	
   50.	
   Efecto	
  de	
   las	
  MP	
  en	
   la	
   expresión	
   proteica	
   y	
   fosforilación	
   de	
   la	
  
Akt.	
  Las	
  CPE	
  se	
  trataron	
  con	
  10	
  µg/mL	
  MPShh+	
  o	
  10	
  µg/mL	
  MPShh-­‐	
  durante	
  24	
  
horas,	
   preincubadas	
   o	
   no	
   con	
   ciclopamina	
   15µM	
   o	
   LY294002	
   10	
   µM.	
   La	
  
cuantificación	
  de	
  la	
  expresión	
  proteica	
  de	
  Akt	
  (A)	
  y	
  su	
  fosforilación	
  en	
  el	
  sitio	
  
activador	
   (Ser	
   473)	
   se	
   determinó	
   por	
   Western	
   Blot.	
   Los	
   datos	
   están	
  
expresados	
  como	
  media	
  ±	
  SEM.	
  (n=5)	
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Sin	
  embargo,	
  el	
  tratamiento	
  de	
  las	
  CPE	
  con	
  MPShh+	
  aumentó	
  la	
  

expresión	
  proteica	
  del	
  enzima	
  eNOS	
  así	
  como	
  la	
  fosforilación	
  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	
   revirtió	
   por	
   completo	
   el	
  

efecto	
   de	
   las	
  MPShh+,	
   devolviendo	
   los	
   niveles	
   de	
   producción	
   de	
  

NO	
   a	
   valores	
   similares	
   a	
   los	
   observados	
   en	
   CPE	
   no	
   tratadas	
  

(p<0,05	
   vs.	
   MPShh+).	
   El	
   tratamiento	
   con	
   MPShh+	
   no	
   tuvo	
   ningún	
  

efecto	
   en	
   la	
   fosforilación	
   de	
   la	
   eNOS	
   en	
   el	
   sitio	
   inhibidor	
   (Thr	
  

495)	
   (Figura	
   51C).	
   Cuando	
   los	
   inhibidores	
   ciclopamina	
   y	
  

LY294002	
   se	
   utilizaron	
   solos,	
   éstos	
   no	
   ejercieron	
   ningún	
   efecto	
  

en	
  la	
  expresión	
  o	
  fosforilación	
  del	
  enzima	
  eNOS.	
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Figura	
  51.	
  Efecto	
  de	
  las	
  MP	
  en	
  la	
  expresión	
  proteica	
  y	
  fosforilación	
  de	
  la	
  eNOS.	
  Las	
  CPE	
  se	
  
trataron	
  con	
  10	
  µg/mL	
  MPShh+	
  o	
  10	
  µg/mL	
  MPShh-­‐	
  durante	
  24	
  horas,	
  preincubadas	
  o	
  no	
  con	
  
ciclopamina	
   15µM	
   o	
   LY294002	
   10	
   µM.	
   La	
   de	
   la	
   expresión	
   proteica	
   de	
   la	
   eNOS	
   (A),	
   la	
  
fosforilación	
  de	
  su	
  sitio	
  activador	
   (Ser	
  1177)	
   (B)	
  e	
   inhibidor	
   (Thr	
  495)	
   (C)	
   se	
  determinó	
  por	
  
Western	
  Blot.	
  Los	
  datos	
  están	
  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	
  vía	
  y	
  el	
  post-­‐test	
  Newman-­‐Keuls	
  para	
  comparaciones	
  múltiples.	
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Los	
   resultados	
   obtenidos	
   para	
   la	
   producción	
   de	
   NO	
   indican	
  

que	
  las	
  CPE	
  tratadas	
  con	
  MPShh+	
  durante	
  24	
  horas	
  incrementan	
  la	
  

producción	
   de	
   NO	
   a	
   través	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
  

señalización	
   Hedgehog,	
   específicamente,	
   a	
   través	
   de	
   la	
  

activación	
   del	
   receptor	
   SMO	
   y	
   de	
   la	
   quinasa	
   PI3K.	
   Además,	
   el	
  

tratamiento	
  con	
  MPShh+	
  supone	
  un	
  incremento	
  de	
  la	
  expresión	
  y	
  

la	
   fosforilación	
   en	
   el	
   sitio	
   activador	
   Ser	
   1177	
   de	
   la	
   eNOS.	
   Los	
  

efectos	
   observados	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   eNOS	
   están	
   también	
  

mediados	
   por	
   lo	
   componentes	
   SMO	
   y	
   PI3K	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
  

señalización	
  Hedgehog.	
  

	
  

Con	
   la	
   finalidad	
   de	
   investigar	
   la	
   posible	
   relación	
   de	
  

dependencia	
   entre	
   la	
   producción	
   de	
   NO	
   y	
   la	
   formación	
   de	
  

estructuras	
  tubulares	
  sobre	
  la	
  matriz	
  de	
  Matrigel	
  en	
  CPE	
  tratadas	
  

con	
  MPShh+	
   utilizamos	
   el	
   inhibidor	
   de	
   la	
   actividad	
   óxido	
   nítrico	
  

sintasa,	
  L-­‐NAME	
  (100	
  µM).	
  	
  

	
  

Las	
   CPE	
   fueron	
   sembradas	
   en	
   una	
   matriz	
   de	
   Matrigel,	
  

preincubadas	
   o	
   no	
   con	
   L-­‐NAME	
   100	
   µM	
   y	
   tratadas	
   con	
  MPShh+	
  

durante	
   24	
   horas	
   (Figura	
   52A).	
   Tras	
   este	
   período	
   se	
   analizó	
   la	
  

formación	
  de	
  estructuras	
   tubulares	
  sobre	
   la	
  matriz	
  de	
  Matrigel.	
  

Los	
   resultados	
   mostraron	
   que	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
   eNOS	
   con	
   L-­‐

NAME	
   100	
   µM	
   no	
   tuvo	
   ningún	
   efecto	
   en	
   la	
   capacidad	
  

vasculogénica	
  mediada	
   por	
   las	
  MPShh+,	
   ya	
   que	
   los	
   valores	
   de	
   la	
  

longitud	
   total	
   de	
   las	
   estructuras	
   tubulares	
   era	
   similar	
   a	
   la	
  

encontrada	
   para	
   los	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   tratadas	
   únicamente	
   con	
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MPShh+	
   (1,83	
   ±	
   0,06	
   para	
   MPShh+	
   y	
   1,74	
   ±	
   0,13	
   para	
   L-­‐NAME	
   +	
  

MPShh+,	
  p<0,001	
  vs.	
  control;	
  Figura	
  52B).	
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Figura	
  52.	
  Relación	
  entre	
   la	
   capacidad	
  vasculogénica	
   in	
  vitro	
  y	
  producción	
  
de	
   NO	
   en	
   CPE	
   tratadas	
   con	
  MP.	
   Las	
  CPE	
   se	
   trataron	
  con	
  10	
  µg/mL	
  MPShh+	
  
durante	
  24	
  horas,	
  preincubadas	
  o	
  no	
  con	
  L-­‐NAME	
  (100	
  µM)	
  sobre	
  una	
  matriz	
  
de	
   Matrigel.	
   (A)	
   Imágenes	
   representativas	
   de	
   las	
   estructuras	
   tubulares	
  
formadas	
  sobre	
  la	
  matriz	
  de	
  Matrigel.	
  (B)	
  Cuantificación	
  de	
   la	
   longitud	
  total	
  
de	
   las	
   estructuras	
   tubulares	
   expresados	
   como	
   media	
   ±	
   SEM	
   (n=3).	
  
***p<0,001	
  vs.	
  control,	
  mediante	
  ANOVA	
  de	
  una	
  vía	
  y	
  el	
  post-­‐test	
  Newman-­‐
Keuls	
  para	
  comparaciones	
  múltiples.	
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Los	
   resultados	
   demuestran	
   que	
   en	
   CPE	
   tratadas	
   durante	
   24	
  

horas	
   con	
  MPShh+	
   la	
   capacidad	
   vasculogénica	
   no	
   depende	
   de	
   la	
  

producción	
  de	
  NO.	
  

	
  

5.3.4 Efecto	
   de	
   las	
   micropartículas	
   Sonic	
   Hedgehog	
   en	
   la	
  

reorganización	
   del	
   citoesqueleto	
   de	
   actina	
   en	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  

Los	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   tratadas	
   con	
   MPShh+	
   durante	
   24	
   horas	
  

modificaron	
   su	
   morfología	
   (Figura	
   53A),	
   adquiriendo	
   una	
  

organización	
  más	
  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	
  reorganización	
  del	
  

citoesqueleto	
  de	
  actina	
  en	
  CPE	
  sometidas	
  a	
  diferentes	
  tratamientos.	
  

El	
  tratamiento	
  con	
  MPShh+,	
  pero	
  no	
  con	
  MPShh-­‐,	
  era	
  capaz	
  de	
  inducir	
  

la	
   reorganización	
   de	
   las	
   fibras	
   de	
   actina.	
   La	
   preincubación	
   con	
   los	
  

inhibidores	
  ciclopamina	
  y	
  LY294002	
  no	
  afectaron	
  a	
  la	
  reorganización	
  

de	
   las	
   fibras	
   de	
   actina	
   inducido	
   por	
   el	
   tratamiento	
   con	
   MPShh+.	
  

Únicamente	
   la	
   preincubación	
   con	
   el	
   inhibidor	
   de	
   la	
   ROCK,	
   el	
  

Y27362,	
   pudo	
   abolir	
   completamente	
   el	
   efecto	
   de	
   las	
  MPShh+	
   en	
   el	
  

remodelado	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  (Figura	
  53B).	
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Los	
  resultados	
  indican	
  que	
  la	
  reorganización	
  de	
  citoesqueleto	
  de	
  

actina	
   en	
   CPE	
   tratadas	
   con	
   MPShh+	
   durante	
   24	
   horas	
   es	
  

independiente	
  de	
   la	
   ruta	
  de	
   señalización	
  Hedgehog	
   iniciada	
  por	
   el	
  

receptor	
   Smo.	
   Al	
  mismo	
   tiempo,	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   quinasa	
   ROCK	
  

ocurriría	
   a	
   través	
   de	
   un	
   mecanismo	
   independiente	
   de	
   la	
   quinasa	
  

PI3K.	
  	
  

CONTROL' MPShh+'

A

Control' MPShh+'

Cyclopamine'+'MPShh+' LY'294002'+'MPShh+' Y'27362'+'MPShh+'
'

MPShh='

B

Figura	
   53.	
   Reorganización	
   del	
   citoesqueleto	
   de	
   actina	
   en	
   CPE.	
   Las	
   CPE	
   se	
  
trataron	
  con	
  10	
  µg/mL	
  MPShh+	
  o	
  MPShh-­‐,	
  pretatadas	
  o	
  no	
  con	
  ciclopamina	
  15	
  
µM,	
   LY	
  294002	
  10	
  µM	
  o	
  Y	
  27362	
  50	
  µM.	
   El	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
   se	
  tiñó	
  
con	
   rodamina	
   faloidina	
   (rojo)	
   y	
   los	
   núcleos	
   con	
   DAPI	
   (azul).	
   Se	
   obtuvieron	
  
imágenes	
  de	
  tres	
  campos	
  aleatorios	
  por	
  condición	
  experimental	
  testada	
  con	
  
el	
   microscopio	
   de	
   fluorescencia	
   invertido	
   Nikon	
   Eclipse-­‐Ti,	
   objetivo	
   40X	
  
(magnificación	
  total	
  400X)	
  (n=5).	
  



Resultados 

 153 

Estos	
   resultados	
   indican	
   que	
   las	
   MPShh+	
   	
   ejercen	
   un	
   efecto	
  

beneficioso	
  sobre	
  CPE	
  humanas	
  en	
  cultivo	
  aisladas	
  a	
  partir	
  de	
  muestras	
  

de	
   sangre	
   periférica.	
   Concretamente,	
   todas	
   las	
   CPE	
   en	
   cultivo	
  

mostraron	
  MPShh+	
  en	
  el	
  interior	
  citoplasmático	
  a	
  las	
  24	
  horas	
  de	
  haber	
  

iniciado	
   el	
   tratamiento.	
   A	
   parte	
   de	
   ser	
   internalizadas,	
   las	
   MPShh+	
  

inducen	
  la	
  expresión	
  génica	
  de	
   los	
  principales	
  miembros	
  de	
   la	
  ruta	
  de	
  

señalización	
   Hedgehog	
   PTCH1,	
   SMO	
   y	
   GLI1	
   y	
   de	
   genes	
   de	
   interés	
  

cardiovascular	
  como	
  ENOS,	
  VEGFA,	
  KDR	
  y	
  KLF2.	
  Todo	
  ello	
  indica	
  que	
  las	
  

MPShh+	
  pueden	
  ser	
   internalizadas	
  por	
  CPE	
  en	
  cultivo	
  y	
   funcionar	
  como	
  

vectores	
  de	
  información	
  biológica.	
  Además,	
  a	
  nivel	
  funcional	
  las	
  MPShh+	
  

aumentan	
   la	
   producción	
   de	
   NO	
   en	
   CPE	
   en	
   cultivo	
   mediado	
   por	
   dos	
  

miembros	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
   Hedgehog	
   no	
   canónica,	
   SMO	
   y	
  

PI3k.	
   De	
   la	
   misma	
   manera,	
   las	
   MPShh+	
   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	
  

que	
  a	
  nivel	
  funcional,	
  las	
  MPShh+	
  intensifican	
  la	
  capacidad	
  de	
  producción	
  

de	
   NO	
   y	
   vasculógenica.	
   De	
   esta	
   manera,	
   las	
   MPShh+	
   podrían	
   ser	
  

utilizadas	
   como	
  una	
  herramienta	
   terapéutica	
   en	
   patologías	
   donde	
   las	
  

CPE	
   tienen	
   afectadas	
   las	
   capacidades	
   de	
   producción	
   de	
   NO	
   y	
  

vasculogénica.	
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Esta	
  tesis	
  ha	
  sido	
  estructurada	
  en	
  tres	
  partes	
  diferentes.	
  En	
  la	
  primera	
  

parte	
  se	
  centró	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  un	
  protocolo	
  optimizado	
  que	
  recogiera	
  

las	
  condiciones	
  más	
  adecuadas	
  para	
  el	
  aislamiento	
  y	
  cultivo	
  de	
   las	
  CPE	
  a	
  

partir	
  de	
  muestras	
  de	
  sangre	
  periférica.	
  En	
  la	
  segunda	
  parte	
  se	
  analizó	
  el	
  

comportamiento	
  funcional	
  de	
  estas	
  CPE	
  en	
  cultivo	
  procedentes	
  de	
  sujetos	
  

sanos	
  y	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  y	
  su	
  evolución	
  clínica	
  durante	
  un	
  período	
  de	
  6	
  

meses.	
  En	
   la	
   tercera	
  parte	
  se	
  estudió	
  el	
  efecto	
  de	
   las	
  MP	
  portadoras	
  del	
  

morfogen	
  Shh	
  sobre	
  la	
  función	
  de	
  las	
  CPE	
  humanas	
  en	
  cultivo.	
  Por	
  ello,	
  la	
  

discusión	
  ha	
  sido	
  estructurada	
  en	
  estos	
  tres	
  bloques	
  principales.	
  Parte	
  de	
  

los	
   resultados	
   presentados	
   han	
   sido	
   publicados	
   en	
   forma	
   de	
   artículos	
  

científicos	
  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	
  biología	
  de	
  las	
  CPE	
  representa	
  un	
  avance	
  en	
  el	
  

entendimiento	
   de	
   los	
   mecanismos	
   de	
   reparación	
   vascular	
   tanto	
   en	
  

situaciones	
   fisiológicas	
   como	
   patológicas.	
   Además,	
   el	
   hecho	
   de	
   ser	
  

capaces	
  de	
  aislar	
  y	
  cultivar	
  CPE	
  de	
  forma	
  satisfactoria	
  nos	
  acerca	
  cada	
  

vez	
  más	
   a	
   la	
   utilización	
  de	
   este	
   tipo	
   celular	
   en	
   terapias	
   regenerativas	
  

(Khakoo	
  and	
  Finkel,	
  2005).	
  

	
  

Los	
  estudios	
  dirigidos	
  a	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  función	
  biológica	
  de	
  

las	
   CPE	
   en	
   diferentes	
   contextos	
   experimentales	
   requiere	
   del	
  

aislamiento	
  y	
  expansión	
   in	
  vitro	
  de	
  las	
  mismas.	
  Hasta	
  el	
  momento,	
   las	
  

CPE	
   de	
   humanos	
   se	
   han	
   obtenido	
   a	
   partir	
   de	
   la	
   fracción	
   de	
   CMN	
   de	
  

muestras	
  de	
  sangre	
  periférica	
  (Asahara	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Ingram	
  et	
  al.,	
  2004;	
  

van	
  Beem	
  et	
  al.,	
  2009)	
  y	
  de	
  cordón	
  umbilical	
  (Ingram	
  et	
  al.,	
  2004;	
  van	
  

Beem	
  et	
   al.,	
   2009)	
   y	
   a	
   partir	
   de	
  muestras	
   de	
  médula	
   ósea	
   (Lin	
   et	
   al.,	
  

2000).	
  

	
  

De	
   estas	
   tres	
   fuentes	
   posibles	
   de	
   CPE,	
   las	
   muestras	
   de	
   sangre	
  

periférica	
  son	
  las	
  que	
  más	
  ventajas	
  ofrecen.	
  En	
  primer	
  lugar,	
  la	
  toma	
  de	
  

muestras	
  de	
  sangre	
  es	
  un	
  procedimiento	
  sencillo	
  y	
  realizado	
  de	
  forma	
  

rutinaria	
  en	
  la	
  práctica	
  clínica.	
  Además,	
  si	
  las	
  CPE	
  estuvieran	
  destinadas	
  

a	
   realizar	
   algún	
   tipo	
   de	
   terapia	
   celular,	
   el	
   aislamiento	
   a	
   partir	
   de	
  

muestras	
   de	
   sangre	
   del	
   mismo	
   paciente	
   (trasplante	
   autólogo)	
  

eliminaría	
   el	
   rechazo	
   por	
   inmunocompatibilidad	
   que	
   podría	
  

encontrarse	
  en	
  CPE	
  de	
  procedentes	
  de	
  otro	
  individuo.	
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Sin	
  embargo,	
   las	
  CPE	
  representan	
  tan	
  sólo	
  un	
  pequeño	
  porcentaje,	
  

el	
   0,0001%,	
   del	
   total	
   de	
   las	
   CMN	
   presentes	
   en	
   muestras	
   sanguíneas	
  

(Ingram	
  et	
  al.,	
   2005a).	
  Por	
  este	
  motivo,	
  el	
  desarrollo	
  de	
  un	
  protocolo	
  

de	
   cultivo	
   con	
   las	
   condiciones	
   óptimas	
   es	
   indispensable	
   para	
   la	
  

obtención	
  de	
  CPE	
  a	
  partir	
  de	
  muestras	
  de	
  sangre	
  periférica.	
  	
  

	
  

Otro	
   problema	
   añadido	
   hasta	
   la	
   fecha	
   es	
   la	
   falta	
   de	
   un	
  

procedimiento	
   estándar	
   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	
  morfología,	
  fenotipo	
  y	
  comportamiento	
  

entre	
  las	
  llamadas	
  CPE	
  tempranas	
  y	
  las	
  CPE	
  tardías,	
  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	
   comparación	
   de	
   resultados	
  

obtenidos	
   en	
   diferentes	
   trabajos	
   es	
   difícil.	
   De	
   ahí	
   la	
   importancia	
   en	
  

desarrollar	
  estudios	
  que	
  estandaricen	
  las	
  condiciones	
  de	
  aislamiento	
  y	
  

cultivo	
  de	
  CPE.	
  	
  

	
  

Además	
   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,	
  situándose	
  en	
  alguno	
  de	
  ellos	
  

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

	
  

Tanto	
   la	
   falta	
  de	
  estandarización	
  como	
  el	
  bajo	
  porcentaje	
  de	
  éxito	
  

de	
   los	
   protocolos	
   existentes	
   suponían	
   un	
   impedimento	
   para	
   la	
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realización	
  de	
  parte	
  de	
   los	
  objetivos	
  de	
  este	
  trabajo,	
  específicamente,	
  

la	
  obtención	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  de	
  un	
  mismo	
  paciente	
  a	
   lo	
   largo	
  de	
  6	
  

meses	
   de	
   evolución	
   clínica.	
   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	
  biológicas	
  de	
  origen	
  humano	
  con	
  fines	
  

analíticos	
  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	
   extracción	
   de	
   las	
  

muestras	
  de	
  sangre,	
  la	
  presencia	
  de	
  estabilizadores	
  y	
  el	
  tiempo	
  que	
  

transcurre	
   desde	
   la	
   extracción	
   de	
   la	
   muestra	
   de	
   sangre	
   hasta	
   su	
  

procesado	
  (Holland	
  et	
  al.,	
  2003).	
  

	
  

En	
   la	
  practica	
   clínica	
   se	
  utilizan	
  diferentes	
   anticoagulantes	
  para	
  

la	
   obtención	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre.	
   Los	
   anticoagulantes	
   más	
  

utilizados	
   son	
   el	
   EDTA,	
   el	
   citrato	
   sódico	
   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	
  todavía	
  (Holland	
  et	
  al.,	
  2003).	
  

	
  

Cuando	
   utilizamos	
   el	
   EDTA	
   como	
   anticoagulante	
   para	
   la	
  

obtención	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre	
   periférica	
   tan	
   sólo	
   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	
  

investigación	
   (Campioni	
   et	
   al.,	
   2013).	
   Además,	
   se	
   ha	
   puesto	
   de	
  

manifiesto	
   anteriormente	
   que,	
   aunque	
   el	
   EDTA	
   es	
   bueno	
   para	
  

análisis	
  de	
  DNA	
  a	
  partir	
  de	
  muestras	
  de	
  sangre,	
  éste	
  puede	
   in	
   fluir	
  

en	
   la	
   concentración	
   de	
   Mg2+	
   y	
   causar	
   problemas	
   en	
   el	
   análisis	
  

citogenético	
  de	
  los	
  componentes	
  celulares	
  de	
  la	
  sangre	
  (Holland	
  et	
  

al.,	
   2003).	
   Por	
   otro	
   lado,	
   el	
   EDTA	
   es	
   utilizado	
   también	
   para	
   la	
  

obtención	
  de	
  plasma	
  sanguíneo	
  y	
  en	
  general	
  mantiene	
  la	
  integridad	
  

celular	
  durante	
  un	
  periodo	
  de	
  tiempo	
  limitado,	
  inferior	
  a	
  3	
  horas.	
  El	
  

EDTA	
  daña	
  la	
  integridad	
  de	
  las	
  plaquetas	
  y	
  puede	
  llegar	
  a	
  ser	
  tóxico,	
  

motivo	
   por	
   el	
   cual	
   no	
   es	
   el	
   anticoagulante	
   de	
   elección	
   para	
   el	
  

mantenimiento	
   de	
   las	
   muestras	
   de	
   sangre	
   destinadas	
   a	
  

transfusiones	
  (Ughachukwu	
  P	
  O	
  et	
  al.).	
  

	
  

En	
   cambio,	
   cuando	
   utilizamos	
   citrato	
   para	
   la	
   extracción	
   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	
  morfología	
  y	
  fenotipo	
  a	
  las	
  CPE.	
  El	
  citrato	
  es	
  también	
  utilizado	
  en	
  

la	
   practica	
   clínica	
   para	
   obtención	
   de	
   plasma	
   sanguíneo,	
   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	
   último	
   sea	
   el	
   motivo	
  

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

anticoagulante.	
  	
  

	
  

Por	
   último,	
   nuestra	
   experiencia	
   nos	
   permite	
   identificar	
   a	
   la	
  

heparina	
   como	
   el	
   coagulante	
   de	
   elección	
   para	
   la	
   obtención	
   de	
   las	
  

muestras	
   de	
   sangre	
   destinadas	
   al	
   aislamiento	
   y	
   cultivo	
   de	
   CPE.	
  

Aunque	
  la	
  heparina	
  podría	
  alterar	
  la	
  proliferación	
  de	
  las	
  células	
  T	
  y	
  

la	
   actividad	
   antitrombina	
   (Holland	
   et	
   al.,	
   2003),	
   permite	
   la	
  

obtención	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  en	
  el	
  80%	
  de	
  las	
  muestras	
  procesadas.	
  

Además,	
   los	
   cultivos	
   obtenidos	
   utilizando	
   la	
   heparina	
   son	
  

homogéneos	
  y	
  muestran	
  una	
  morfología	
  adoquinada	
  similar	
  al	
  que	
  

muestran	
  las	
  CE	
  en	
  maduras	
  en	
  cultivo.	
  

	
  

Otra	
  variable	
  importante	
  en	
  el	
  manejo	
  de	
  muestras	
  es	
  el	
  tiempo	
  

que	
  transcurre	
  desde	
  la	
  extracción	
  de	
  la	
  sangre	
  hasta	
  su	
  procesado.	
  

El	
   procesado	
   de	
  muestras	
   biológicas	
   humanas	
   por	
   laboratorios	
   de	
  

investigación	
   básica	
   requiere	
   una	
   sincronización	
   entre	
   el	
   personal	
  

del	
   centro	
   clínico	
   donde	
   se	
   obtienen	
   y	
   el	
   personal	
   del	
   laboratorio	
  

que	
   las	
   va	
   a	
   procesar.	
   En	
   condiciones	
   normales,	
   estados	
   no	
  

patológicos,	
  los	
  individuos	
  son	
  citados	
  y	
  el	
  procesado	
  de	
  la	
  muestra	
  

se	
   realiza	
   inmediatamente	
  después	
  de	
   su	
  obtención.	
   Sin	
  embargo,	
  

en	
  estados	
  patológicos	
  el	
  procesado	
   inmediato	
  de	
   las	
  muestras	
  no	
  

es	
  simpre	
  posible	
  ya	
  que	
  el	
  reclutamiento	
  de	
  los	
  pacientes	
  se	
  realiza	
  

durante	
   las	
  24	
  horas	
  del	
  día.	
  En	
  general	
   la	
  viabilidad	
  celular	
  de	
   las	
  

muestras	
   empieza	
   a	
   decaer	
   a	
   las	
   48	
   horas	
   tras	
   su	
   extracción	
  

(Holland	
   et	
   al.,	
   2003).	
   Otros	
   investigadores	
   han	
   observado	
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diferencias	
   en	
   parámetros	
   hematológicos	
   en	
   muestras	
   de	
   sangre	
  

procesadas	
  24	
  horas	
  después	
  de	
  su	
  extracción	
  (Lippi	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Es	
  

necesario	
   conocer	
   cual	
   es	
   la	
   ventana	
   temporal	
   disponible	
   entre	
   la	
  

extracción	
   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	
   extracción	
   es	
   el	
   óptimo	
   para	
   la	
  

obtención	
   de	
   un	
   número	
   elevado	
   de	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   a	
   partir	
   de	
  

muestras	
  de	
  sangre	
  periférica	
  en	
  adultos	
  humanos.	
  	
  

	
  

Como	
   hemos	
   visto	
   anteriormente,	
   las	
   CPE	
   únicamente	
  

representan	
  un	
  pequeño	
  porcentaje	
  de	
   la	
   fracción	
  de	
  CMN.	
  Por	
   lo	
  

tanto,	
   la	
   única	
   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	
  volúmenes	
  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	
  práctica	
  clínica	
  existe	
  una	
  reticencia	
  a	
  

la	
   extracción	
   de	
   volúmenes	
   de	
   sangre	
   tan	
   elevados	
   de	
   forma	
  

rutinaria.	
  El	
  protocolo	
  aquí	
  propuesto	
  para	
  el	
  aislamiento	
  y	
  cultivo	
  

de	
  CPE	
  permite	
   la	
  obtención	
  de	
  un	
  elevado	
  número	
  de	
  cultivos	
  de	
  

CPE	
  a	
  partir	
  de	
  muestras	
  de	
  sangre	
  de	
   tan	
  sólo	
  30	
  mL.	
  Este	
  hecho	
  

supone	
  una	
  reducción	
  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	
   parámetros	
  

demostraron	
  ser	
  cruciales	
  en	
  la	
  obtención	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  y	
  en	
  el	
  

tiempo	
   de	
   aparición	
   de	
   los	
   mismos.	
   Por	
   una	
   parte,	
   el	
   uso	
   de	
  

fibronectina	
   como	
   matriz	
   extracelular	
   en	
   las	
   placas	
   de	
   cultivo	
  

triplicó	
   el	
   número	
   de	
   cultivos	
   obtenidos	
   a	
   la	
   vez	
   que	
   redujo	
   el	
  

tiempo	
   de	
   aparición	
   de	
   las	
   primeras	
   colonias	
   a	
   la	
   mitad.	
   Estos	
  

resultados	
   están	
   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	
   colágeno	
   (Asahara	
   et	
   al.,	
  

1997).	
   Además,	
   el	
   uso	
   de	
   fibronectina	
   como	
   matriz	
   extracelular	
  

incrementa	
  el	
  número	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  obtenidos	
  con	
  respecto	
  al	
  

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

	
  

Por	
   otra	
   parte,	
   cuando	
   se	
   desconocen	
   los	
   requerimientos	
  

específicos	
   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	
   y	
  

favorezcan	
   su	
   crecimiento.	
   Uno	
   de	
   los	
   compuestos	
  más	
   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	
   únicamente	
   el	
  

enriquecimiento	
   del	
   medio	
   de	
   cultivo	
   EGM-­‐2	
   con	
   un	
   20%	
   de	
   SBF	
  

aumenta	
   el	
   éxito	
   en	
   la	
   obtención	
   de	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   a	
   la	
   vez	
   que	
  

reduce	
  el	
  tiempo	
  de	
  aparición	
  de	
  los	
  mismos.	
  

	
  

6.1.2 Caracterización	
   fenotípica	
   de	
   los	
   cultivos	
   de	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  

En	
   la	
   optimización	
   del	
   protocolo	
   es	
   necesario	
   determinar	
   las	
  

características	
  fenotípicas	
  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	
  morfología	
   adoquinada	
   como	
   la	
   que	
   presentan	
   los	
  

cultivos	
  de	
  CE,	
  a	
  diferencia	
  de	
  la	
  morfología	
  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	
  morfología	
   de	
   las	
   CPE	
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obtenidas	
   en	
   el	
   presente	
   trabajo	
   es	
   similar	
   a	
   la	
   que	
   presentan	
   las	
  

CPE	
   tardías	
   (Hur	
   et	
   al.,	
   2004),	
   las	
   células	
   formadoras	
   de	
   colonias	
  

endoteliales	
   (Ingram	
   et	
   al.,	
   2004;	
   Yoder	
   et	
   al.,	
   2007)	
   y	
   las	
   CE	
  

maduras	
  en	
  cultivo.	
  	
  

	
  

Además,	
   todas	
   las	
   células	
   de	
   los	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   obtenidos	
   a	
  

partir	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre	
   periférica	
   utilizando	
   las	
   condiciones	
  

óptimas	
  de	
  aislamiento	
  y	
  cultivo	
  son	
  capaces	
  de	
  captar	
  acLDL	
  y	
  de	
  

unir	
   Ulex-­‐Lectina,	
   criterio	
   ampliamente	
   utilizado	
   para	
   la	
  

caracterización	
  de	
  CE	
  (Holthofer	
  et	
  al.,	
  1982;	
  Voyta	
  et	
  al.,	
  1984).	
  Sin	
  

embargo,	
   esta	
   característica	
   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	
  tardías	
  y	
  las	
  células	
  formadoras	
  de	
  colonias	
  endoteliales	
  (Fadini	
  

et	
  al.,	
  2008a;	
  2012).	
  

	
  

Por	
   ello,	
   estudiamos	
   en	
   profundidad	
   los	
   marcadores	
  

progenitores	
   y	
   endoteliales	
   más	
   específicos.	
   Los	
   cultivos	
   de	
   CPE	
  

obtenidos	
  en	
  el	
   presente	
   trabajo	
  expresan	
  el	
  marcador	
  progenitor	
  

CD34	
   y	
   los	
   antígenos	
   endoteliales	
   CD31,	
   KDR	
   y	
   vWF,	
   al	
   mismo	
  

tiempo	
  que	
   carecen	
  de	
   expresión	
  del	
  marcador	
   leucocitario	
  CD45.	
  

Las	
   CPE	
   tempranas	
   y	
   las	
   células	
   formadoras	
   de	
   colonias	
   de	
   Hill	
  

también	
  muestran	
  la	
  expresión	
  de	
  estos	
  mismos	
  genes	
  endoteliales.	
  

Sin	
   embargo,	
   estas	
   células	
   carecen	
   de	
   la	
   expresión	
   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	
  estarían	
  formadas	
  por	
  

células	
   angiogénicas	
   T	
   mientras	
   que	
   las	
   unidades	
   formadoras	
   de	
  

colonias	
  de	
  Hill	
  estarían	
  formadas	
  por	
  una	
  combinación	
  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	
   serían	
   los	
  

adecuados	
  para	
  la	
  obtención	
  de	
  cultivos	
  de	
  CPE.	
  	
  

	
  

Los	
   protocolos	
   propuestos	
   previamente	
   para	
   el	
   aislamiento	
   y	
  

cultivo	
   de	
   CPE	
   tardías	
   (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	
   expresión	
   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	
   aparición	
   de	
   los	
   cultivos	
   a	
   la	
   vez	
   que	
   permite	
   la	
  

obtención	
   de	
   cultivos	
   celulares,	
   que	
   expresando	
   el	
   marcador	
  

progenitor	
  CD34,	
  se	
  comportan	
  morfológica	
  y	
  funcionalmente	
  como	
  

células	
  endoteliales.	
  	
  

	
  

6.1.3 Caracterización	
   funcional	
   de	
   los	
   cultivos	
   de	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  

Las	
   características	
   funcionales	
   que	
   exhiben	
   los	
   cultivos	
   aislados	
  

con	
   un	
   protocolo	
   determinado	
   son	
   también	
   muy	
   importantes.	
  

Anteriormente	
   hemos	
   visto	
   como	
   un	
   único	
   parámetro	
   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	
   exhibían	
   una	
   función	
  

endotelial	
   adecuada	
  medimos	
  e	
  parámetros	
   como	
   la	
   capacidad	
  de	
  

adhesión,	
   de	
   proliferación,	
   de	
   crecimiento	
   y	
   vasculogénica	
   y	
   las	
  

comparamos	
  con	
  HUVEC,	
  el	
  modelo	
  celular	
  endotelial	
  más	
  utilizado.	
  

	
  

Los	
   resultados	
   obtenidos	
   indican	
   que	
   los	
   cultivos	
   de	
   CPE	
  

muestran	
   una	
   capacidad	
   de	
   adhesión	
   sobre	
   una	
   matriz	
   de	
  

fibronectina	
   similar	
   a	
   la	
   que	
   presentan	
   las	
   HUVEC.	
   Otros	
   estudios	
  

han	
   demostrado	
   que	
   las	
   CPE	
   presentan	
   una	
   fuerza	
   de	
   adhesión	
  

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	
  adhesión	
  de	
  las	
  CPE	
  es	
  superior	
  a	
  la	
  que	
  muestran	
  las	
  

HUVEC	
   (Wang	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Cuando	
   los	
   experimentos	
   para	
  

determinar	
  la	
  capacidad	
  de	
  adhesión	
  se	
  realizaron	
  sometiendo	
  a	
  las	
  

células	
   a	
   estrés	
   de	
   cizalla,	
   de	
   nuevo,	
   las	
   CPE	
   mostraron	
   una	
  

capacidad	
   de	
   adhesión	
  mayor	
   que	
   las	
   HUVEC	
   (Wang	
   and	
   Cooper,	
  

2013).	
   Conjuntamente,	
   los	
   resultados	
   parecen	
   indicar	
   que	
   la	
  

capacidad	
  de	
  adhesión	
  de	
   las	
  CPE	
  es	
  similar	
  a	
   la	
  que	
  presentan	
   las	
  

HUVEC	
   y	
   que	
   ésta	
   depende	
   de	
   la	
   composición	
   de	
   la	
   matriz	
  

extracelular	
  y	
  de	
  las	
  condiciones	
  experimentales	
  utilizadas.	
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La	
   capacidad	
   proliferativa	
   de	
   los	
   cultivos	
   de	
   CPE	
   se	
   determinó	
  

bajo	
  dos	
  condiciones	
  experimentales	
  diferentes.	
  En	
  primer	
  lugar,	
  las	
  

células	
  se	
  sometieron	
  a	
  condiciones	
  de	
  ayuno,	
  en	
  la	
  que	
  los	
  cultivos	
  

están	
   privados	
   de	
   factores	
   que	
   estimulen	
   su	
   proliferación.	
   Bajo	
  

estas	
   condiciones,	
   los	
   niveles	
   de	
   proliferación	
   de	
   las	
   CPE	
   y	
   de	
   las	
  

HUVEC	
   son	
   similares,	
   con	
   aproximadamente	
   el	
   10%	
   de	
   las	
   células	
  

del	
  cultivo	
  en	
  proliferación.	
  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	
   aumentó	
   hasta	
   6	
   veces,	
   sin	
   observarse	
  

diferencias	
   entre	
   ellos.	
   Estos	
   resultados	
   coinciden	
   con	
   otros	
  

obtenidos	
   anteriormente	
   en	
   los	
   que	
   CPE	
   obtenidas	
   a	
   partir	
   de	
   la	
  

fracción	
   de	
   células	
   CD34+CD133+	
   de	
   muestras	
   de	
   médula	
   ósea	
  

mostraron	
   un	
   capacidad	
   proliferativa	
   similar	
   a	
   las	
   HUVEC	
   y	
   a	
   las	
  

células	
  endoteliales	
  microvasculares	
  humanas	
  (Bagley	
  et	
  al.,	
  2003).	
  

Además,	
   la	
   capacidad	
   proliferativa	
   de	
   cada	
   uno	
   de	
   estos	
   tipos	
  

celulares	
   dependería	
   de	
   la	
   composición	
   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	
   continuación	
   testamos	
   la	
   capacidad	
   de	
   crecimiento	
   de	
   los	
  

cultivos	
  de	
  CPE	
  obtenidos	
  a	
  partir	
  de	
  muestras	
  de	
  sangre	
  periférica	
  

bajo	
   las	
   condiciones	
   óptimas	
   de	
   aislamiento	
   y	
   cultivo.	
   Los	
   cultivos	
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de	
   CPE	
   mostraron	
   una	
   fase	
   de	
   latencia	
   más	
   prolongada	
   que	
   las	
  

HUVEC	
   (2,4	
  días	
   vs.	
  1,3	
  días)	
   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	
  

que	
  las	
  obtenida	
  para	
  HUVEC	
  (Bompais	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Hur	
  et	
  al.,	
  2004;	
  

Ingram	
  et	
  al.,	
  2005b).	
  Una	
  posible	
  explicación	
  a	
   la	
  diferencia	
  entre	
  

nuestros	
  resultados	
  y	
  los	
  obtenidos	
  por	
  otros	
  grupos	
  podría	
  radicar	
  

en	
   el	
   diseño	
   experimental.	
   Los	
   resultados	
   presentados	
   en	
   este	
  

trabajo	
  muestran	
  la	
  capacidad	
  de	
  crecimiento	
  de	
  los	
  cultivos	
  de	
  CPE	
  

y	
   HUVEC	
   durante	
   un	
   período	
   de	
   6	
   días.	
   En	
   los	
   trabajos	
   citados	
  

anteriormente,	
   la	
   capacidad	
   de	
   crecimiento	
   se	
   determinó	
   durante	
  

largos	
  periodos	
  de	
  tiempo,	
  hasta	
  14	
  semanas	
  (Bompais	
  et	
  al.,	
  2004),	
  

donde	
   se	
  observó	
  que	
   las	
  CPE	
   son	
   capaces	
  de	
   crecer	
  durante	
  más	
  

tiempo,	
   generar	
   mayor	
   descendencia	
   y	
   sufrir	
   mayor	
   número	
   de	
  

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

	
  

En	
   general,	
   todos	
   los	
   protocolos	
   utilizados	
   en	
   la	
   bibliografía	
  

hasta	
  el	
  momento	
  son	
  capaces	
  de	
  dar	
  lugar	
  a	
  células	
  con	
  capacidad	
  

para	
   mejorar	
   la	
   neovascularización.	
   Sin	
   embargo,	
   estas	
   células	
  

difieren	
  en	
   la	
   capacidad	
  de	
  diferenciarse	
   completamente	
  a	
  CE	
   con	
  

fenotipo	
   maduro	
   y	
   de	
   integrarse	
   físicamente	
   a	
   los	
   nuevos	
   vasos	
  

formados	
   (Fadini	
   et	
   al.,	
   2012).	
   La	
   mayoría	
   de	
   los	
   protocolos	
   que	
  

utilizan	
  tiempos	
  cortos	
  (<	
  7	
  días)	
  para	
   la	
  obtención	
  de	
  cultivos	
  CPE	
  

(Hill	
   et	
   al.,	
   2003;	
   Hur	
   et	
   al.,	
   2004)	
   obtienen	
   células	
   que	
  

principalmente	
  mejoran	
  la	
  formación	
  de	
  vasos	
  sanguíneos	
  mediante	
  

la	
  producción	
  de	
  diferentes	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  que	
  facilitan	
  los	
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procesos	
   angiogénicos	
   (Hur	
   et	
   al.,	
   2004;	
   Urbich	
   and	
   Dimmeler,	
  

2004).	
   Por	
   sí	
   mismas,	
   estas	
   células	
   no	
   son	
   capaces	
   de	
   formar	
  

estructuras	
   tubulares	
   sobre	
   una	
   matriz	
   de	
   Matrigel	
   in	
   vitro	
   y	
  

tampoco	
   son	
  capaces	
  de	
  diferenciarse	
  a	
  CE	
  maduras	
   (Fadini	
  et	
  al.,	
  

2012).	
   Sin	
  embargo,	
   los	
   cultivos	
  de	
  CPE	
  obtenidos	
   con	
   tiempos	
  de	
  

cultivo	
   más	
   prolongados	
   (>	
   7días)	
   contribuyen	
   directamente	
   a	
   la	
  

formación	
   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	
   óptimas	
   de	
   cultivo	
  

con	
  la	
  de	
  cultivos	
  de	
  HUVEC,	
  observamos	
  que,	
  aunque	
  son	
  capaces	
  

de	
  formar	
  estructuras	
  tubulares	
  sobre	
  una	
  matriz	
  de	
  Matrigel	
  por	
  sí	
  

mismas,	
   presentan	
   una	
   capacidad	
   vasculogénica	
   inferior	
   a	
   las	
  

HUVEC.	
  Sin	
  embargo,	
  otros	
  estudios	
  muestran	
  que	
  las	
  CPE	
  aisladas	
  a	
  

partir	
   de	
   la	
   fracción	
   de	
   células	
   CD34+CD133+	
   de	
   muestras	
   de	
  

médula	
   ósea	
   presentan	
   una	
   capacidad	
   vasculogénica	
   similar	
   a	
   la	
  

que	
  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	
  garantías.	
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6.2 Infarto	
   agudo	
   de	
   miocardio	
   y	
   células	
   progenitoras	
  

endoteliales:	
  movilización	
  y	
  funcionalismo	
  

Las	
   CPE	
   tienen	
   un	
   papel	
   fundamental	
   en	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   la	
  

integridad	
  del	
  endotelio	
  en	
  situaciones	
  fisiológicas	
  y	
  en	
  la	
  regeneración	
  

del	
   lecho	
   vascular	
   en	
   situaciones	
   patológicas	
   (Grisar	
   et	
   al.,	
   2011;	
  

Khakoo	
  and	
  Finkel,	
  2005;	
  Shantsila	
  et	
  al.,	
  2007).	
  En	
  nuestro	
  estudio,	
  	
  la	
  

biología	
  de	
  las	
  CPE	
  y	
  de	
  cómo	
  ésta	
  puede	
  estar	
  afectada	
  o	
  modificada	
  

por	
   diferentes	
   condiciones	
   patológicas	
   puede	
   abrir	
   nuevas	
   opciones	
  

terapéuticas	
  en	
  el	
  tratamiento	
  de	
  las	
  cardiopatías	
  coronarias.	
  

	
  

Como	
  adelantamos,	
  las	
  CPE	
  residen	
  en	
  la	
  médula	
  ósea,	
  y	
  desde	
  allí	
  

tienen	
   que	
   ser	
   movilizadas	
   para	
   que	
   finalmente	
   puedan	
   acceder	
   y	
  

adherirse	
  en	
  el	
   lugar	
  donde	
   se	
  ha	
  producido	
   la	
   lesión	
  endotelial.	
  Una	
  

vez	
   reclutadas,	
   las	
  CPE	
   tienen	
  que	
   ser	
   capaces	
  de	
  proliferar,	
  migrar	
   y	
  

organizarse	
  para	
  restablecer	
  la	
  lesión	
  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	
   lesión	
   endotelial	
   representa	
   el	
   desencadenante	
   inicial	
   en	
   la	
  

patogénesis	
   de	
   la	
   aterosclerosis	
   que,	
   finalmente,	
   puede	
  

manifestarse	
   en	
   una	
   condición	
   patológica	
   como	
   el	
   IAM.	
   La	
  

inaccesibilidad	
  al	
  endotelio	
  vascular	
  hace	
  muy	
  difícil	
  la	
  detección	
  de	
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una	
   lesión	
   endotelial	
   así	
   como	
   la	
   determinación	
   de	
   su	
   extensión	
  

(Mutin	
  et	
  al.,	
  1999).	
  	
  

	
  

Las	
  CEC	
  son	
  células	
  que	
  se	
  desprenden	
  de	
  la	
  pared	
  vascular	
  tras	
  

una	
   lesión	
  vascular,	
  y	
  son	
  consideradas	
  una	
  consecuencia	
  más	
  que	
  

la	
  causa	
  inicial	
  del	
  estado	
  patológico	
  (Goon	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Las	
  CEC	
  se	
  

han	
  detectado	
  en	
  muestras	
  de	
   sangre	
  de	
  pacientes	
   con	
  diferentes	
  

condiciones	
   asociadas	
   a	
   una	
   lesión	
   endotelial	
   y	
   podrían	
   ser	
   la	
  

prueba	
  de	
  un	
  considerable	
  daño	
  en	
  el	
  árbol	
  vascular	
   (Mutin	
  et	
  al.,	
  

1999).	
  Por	
  este	
  motivo	
  las	
  CEC	
  podrían	
  representar	
  un	
  biomarcador	
  

muy	
  útil	
  para	
  determinar	
  no	
   sólo	
   la	
  existencia	
  de	
   lesión	
  endotelial	
  

sino	
  también	
  de	
  su	
  extensión	
  en	
  el	
  IAM.	
  

	
  

Las	
  CEC,	
  en	
  citometría	
  de	
  flujo,	
  se	
  caracterizan	
  por	
   la	
  expresión	
  

de	
  marcadores	
   endoteliales	
   como	
   el	
   vWF,	
   el	
   CD31,	
   el	
   CD146	
   y	
   la	
  

ausencia	
   de	
   expresión	
   del	
   marcador	
   leucocitario	
   CD45	
   y	
   del	
  

marcador	
   progenitor	
   CD133	
   (Blann	
   et	
   al.,	
   2005).	
   Por	
   ello,	
   para	
  

distinguirlas	
   de	
   las	
   CPE,	
   el	
   fenotipo	
   más	
   aceptado	
   para	
   su	
  

determinación	
   por	
   citometría	
   de	
   flujo	
   es	
   CD31+CD146+CD45-­‐	
  

(Mancuso	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  

	
  

Nuestros	
   resultados	
   muestran	
   que	
   en	
   pacientes	
   con	
   IAM	
   los	
  

niveles	
   de	
   CEC	
   están	
   aumentados	
   con	
   respecto	
   a	
   sujetos	
   sanos	
  

desde	
   el	
   día	
   del	
   infarto	
   y	
   se	
   mantienen	
   durante	
   6	
   meses	
   de	
  

evolución	
  clínica,	
  evidenciando	
  la	
  existencia	
  de	
  una	
  lesión	
  endotelial	
  

mantenida	
  en	
  el	
  tiempo.	
  Mutin	
  el	
  al.	
  observó	
  un	
  incremento	
  de	
  los	
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niveles	
   de	
   CEC	
   en	
   el	
   contexto	
   patológico	
   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	
  número	
  de	
  CEC	
  en	
  pacientes	
   con	
   IAM	
  y,	
   además,	
   los	
  niveles	
  de	
  

CEC	
  encontrados	
  a	
  las	
  48	
  horas	
  del	
  infarto	
  eran	
  capaces	
  de	
  predecir	
  

eventos	
  cardiovasculares	
  adversos	
  mayores	
  a	
  los	
  30	
  días	
  y	
  al	
  año	
  de	
  

seguimiento	
  (Lee	
  et	
  al.,	
  2005).	
  	
  

	
  

El	
  mantenimiento	
  de	
   los	
  niveles	
  de	
  CEC	
  durante	
   los	
  6	
  meses	
  de	
  

evolución	
   clínica	
  en	
  el	
   IAM	
  pone	
  de	
  manifiesto	
  que	
  pueden	
  existir	
  

otros	
   factores,	
   además	
   del	
   evento	
   isquémico,	
   que	
   contribuyan	
   a	
  

daño	
   endotelial,	
   ya	
   que	
   los	
   pacientes	
   no	
   presentaron	
   un	
   segundo	
  

evento	
  cardiovascular	
  durante	
  este	
  tiempo.	
  Sin	
  embargo,	
  no	
  existe	
  

ningún	
  estudio	
  tan	
  largo	
  y	
  que	
  analice	
  los	
  niveles	
  de	
  CEC	
  en	
  el	
  IAM	
  

durante	
  6	
  meses	
  de	
  evolución	
  clínica,	
  y	
  que	
  por	
  tanto	
  nos	
  permita	
  

comparar	
   nuestros	
   resultados.	
  No	
   obstante,	
   los	
   factores	
   de	
   riesgo	
  

cardiovascular	
   tradicionales	
   como	
   la	
   hipertensión,	
   la	
  

hipercolesterolemia,	
   la	
   hiperglicemia,	
   el	
   sexo,	
   la	
   edad	
   y	
   el	
  

tabaquismo	
   pueden	
   inducir	
   daño	
   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	
   día	
   de	
   infarto)	
   son	
   3,6	
   veces	
  

superiores	
   a	
   los	
   niveles	
   observados	
   en	
   sujetos	
   sanos.	
   Estos	
  

resultados	
   indican	
   un	
   movilización	
   espontánea	
   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	
   disminución	
   niveles	
   de	
   CPE	
   basales	
   en	
   pacientes	
   con	
   IAM	
  

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

	
  

El	
   estudio	
   de	
   la	
   movilización	
   de	
   las	
   CPE	
   circulantes	
   también	
  

revela	
  un	
  pico	
  de	
  movilización	
  a	
   los	
  30	
  días	
  del	
   infarto,	
  situándose	
  

en	
  niveles	
  6,4	
  veces	
  superiores	
  a	
  los	
  observados	
  en	
  sujetos	
  sanos.	
  El	
  

pico	
  en	
  la	
  movilización	
  de	
  las	
  CPE	
  circulantes	
  en	
  el	
  IAM	
  obtenido	
  en	
  

el	
  presente	
  trabajo	
  no	
  coincide	
  con	
  trabajos	
  previos,	
  que	
  establecen	
  

este	
  pico	
  en	
  el	
  día	
  del	
  infarto	
  (Massa	
  et	
  al.,	
  2005)	
  o	
  a	
  los	
  7	
  días	
  del	
  

infarto	
  (Shintani	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Nuestros	
  resultados	
  muestran	
  además	
  

cómo	
   los	
   niveles	
   de	
   CPE	
   circulantes	
   exhiben	
   una	
   tendencia	
   a	
  

disminuir	
   con	
   la	
   evolución	
   clínica	
   del	
   IAM,	
   ya	
   que	
   a	
   los	
   6	
   meses	
  

estos	
   niveles	
   son	
   similares	
   a	
   los	
   observados	
   el	
   día	
   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	
   normalización	
   se	
   produce	
   a	
   los	
   28	
   días	
  

(Shintani	
   et	
   al.,	
   2001),	
   sí	
   coinciden	
   con	
   la	
   tendencia	
   a	
   la	
  

normalización	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   CPE	
   circulantes	
   con	
   la	
   evolución	
  

clínica	
  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,	
   podría	
   deberse	
   a	
   las	
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características	
  iniciales	
  de	
  la	
  población	
  de	
  estudio	
  seleccionada	
  para	
  

la	
   realización	
   de	
   estos	
   trabajos.	
   Otra	
   razón	
   podría	
   residir	
   en	
   el	
  

diseño	
   experimental,	
   especialmente	
   en	
   la	
   determinación	
   de	
   los	
  

tiempos	
  para	
  la	
  extracción	
  de	
  las	
  muestras	
  tras	
  el	
  infarto.	
  Sin	
  duda,	
  

y	
   quizá	
   la	
   más	
   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	
  

definición	
  y	
  en	
   los	
  protocolos	
  para	
  su	
  cuantificación	
  por	
  citometría	
  

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

	
  

En	
   conjunto,	
   los	
   resultados	
   obtenidos	
   en	
   el	
   presente	
   trabajo	
   y	
  

los	
   publicados	
   anteriormente	
   revelan	
   una	
   activación	
   inmediata	
   de	
  

los	
   mecanismos	
   de	
   reparación	
   endotelial	
   mediados	
   por	
   las	
   CPE.	
  

Además,	
   los	
   niveles	
   de	
   CPE	
   circulantes	
   encontrados	
   en	
   pacientes	
  

con	
   IAM	
   el	
   mismo	
   día	
   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	
  determinación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  CPE	
  circulantes	
  puede	
  

relacionarse	
   con	
   la	
   evolución	
  de	
   los	
   pacientes,	
   es	
  muy	
   importante	
  

determinar	
   la	
   capacidad	
   funcional	
   de	
   este	
   tipo	
   celular	
   en	
   el	
   IAM,	
  

pues	
  de	
  ella	
  dependerá	
   la	
   reparación	
  endotelio.	
  Es	
  decir,	
  no	
  basta	
  

con	
  tener	
  más	
  células	
  potencialmente	
  reparadoras,	
  sino	
  que	
  tienen	
  

que	
  ser	
  funcionalmente	
  capaces	
  de	
  hacerlo.	
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6.2.2 Determinación	
   de	
   la	
   capacidad	
   funcional	
   de	
   las	
  

células	
   progenitoras	
   endoteliales	
   en	
   el	
   infarto	
   agudo	
   de	
  

miocardio	
  

Los	
  parámetros	
  elegidos	
  para	
  analizar	
   la	
  capacidad	
  funcional	
  de	
  

las	
   CPE	
   en	
   cultivo	
   fueron	
   la	
   adhesión,	
   crecimiento,	
   proliferación	
   y	
  

vasculogénesis.	
  	
  

	
  

Una	
  vez	
  en	
  el	
  torrente	
  sanguíneo,	
  las	
  CPE	
  tienen	
  que	
  ser	
  capaces	
  

de	
  adherirse	
  a	
  CE	
  y/o	
  a	
  componentes	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular	
  que,	
  

después	
   de	
   la	
   lesión	
   endotelial,	
   han	
   quedado	
   expuestos	
   al	
   flujo	
  

sanguíneo	
   (Caiado	
   and	
  Dias,	
   2012).	
   Este	
   proceso	
   se	
   conoce	
   con	
   el	
  

nombre	
   de	
   “homing”	
   o	
   emplazamiento	
   y	
   está	
   mediada	
   por	
  

diferentes	
  proteínas	
  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	
   días	
  

después	
  del	
  infarto,	
  cuando	
  alcanza	
  niveles	
  máximos.	
  A	
  los	
  6	
  meses	
  

de	
   evolución	
   clínica,	
   la	
   capacidad	
   de	
   adhesión	
   de	
   las	
   CPE	
   se	
  

restablece	
  a	
  valores	
  observados	
  en	
  sujetos	
  sanos.	
  Coincidiendo	
  con	
  

nuestros	
   resultados,	
   Brehm	
   et	
   al.	
   observaron	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
  

movilización	
   de	
   CPE	
   expresando	
  moléculas	
   de	
   adhesión	
   celular	
   en	
  

pacientes	
  con	
  IAM	
  después	
  de	
  24	
  horas	
  tras	
  el	
  infarto	
  (Brehm	
  et	
  al.,	
  

2009).	
   Tras	
   una	
   extensa	
   búsqueda	
   bibliográfica	
   no	
   hemos	
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encontrado	
   otros	
   trabajos	
   que	
   hayan	
   analizado	
   la	
   capacidad	
   de	
  

adhesión	
  de	
   las	
  CPE	
  en	
  el	
   contexto	
  del	
   IAM	
  y	
  durante	
  6	
  meses	
  de	
  

evolución	
  clínica.	
  	
  

	
  

En	
   cambio,	
   existen	
   algunos	
   trabajos	
   que	
   muestran	
   cómo	
   la	
  

capacidad	
   de	
   adhesión	
   de	
   las	
   CPE	
   puede	
   estar	
   disminuida	
   por	
   la	
  

presencia	
  de	
  factores	
  de	
  riesgo	
  vascular,	
  como	
  el	
  colesterol	
  (Chen	
  et	
  

al.,	
   2004b)	
   y	
   la	
   homocisteína	
   (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	
  

comparación	
  de	
   los	
   resultados	
  obtenidos	
  en	
  estos	
   trabajos	
  con	
   los	
  

de	
   la	
   presente	
   tesis	
   es	
   bastante	
   compleja.	
   En	
   primer	
   lugar,	
   los	
  

criterios	
   de	
   selección	
   de	
   la	
   población	
   de	
   estudio	
   varían	
   de	
   un	
  

trabajo	
   a	
   otro.	
   En	
   segundo	
   lugar,	
   la	
   mayoría	
   de	
   los	
   trabajos	
  

encontrados	
   en	
   la	
   bibliografía	
   realizan	
   la	
   determinación	
   de	
   la	
  

capacidad	
   de	
   adhesión	
   en	
   CPE	
   tempranas	
   que,	
   como	
   hemos	
   visto	
  

anteriormente,	
   son	
   células	
  monocíticas	
   y	
   no	
  CE.	
   Finalmente,	
   en	
   la	
  

determinación	
   de	
   la	
   capacidad	
   de	
   adhesión	
   de	
   las	
   CPE	
   se	
   utilizan	
  

protocolos	
   experimentales	
   diferentes	
   que	
   pueden	
   introducir	
  

diferencias	
   significativas	
   en	
   los	
   resultados	
   obtenidos	
   para	
   el	
  

parámetro	
  analizado	
  (Grisar	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Es	
  preciso	
  destacar	
  que	
  las	
  

dificultades	
   encontradas	
   a	
   la	
   hora	
   de	
   comparar	
   los	
   resultados	
  

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

determinadas	
  en	
  esta	
  tesis	
  y	
  presentadas	
  a	
  continuación.	
  

	
  

Tal	
  y	
  como	
  hemos	
  visto	
  anteriormente,	
  la	
  capacidad	
  de	
  adhesión	
  

es	
  uno	
  de	
  los	
  parámetros	
  que	
  puede	
  determinar	
  el	
  éxito	
  o	
  el	
  fracaso	
  

de	
   la	
   función	
   biológica	
   de	
   las	
   CPE.	
   Por	
   este	
   motivo,	
   decidimos	
  

analizar	
   la	
  expresión	
   los	
  principales	
  componentes	
  que	
  median	
  esta	
  

capacidad,	
   las	
   integrinas	
   (Caiado	
   and	
   Dias,	
   2012).	
   Los	
   resultados	
  

mostraron	
   que	
   la	
   expresión	
   de	
   las	
   integrinas	
   α5	
   y	
   αV	
   seguía	
   un	
  

patrón	
   similar	
   al	
   observado	
   para	
   la	
   capacidad	
   adhesiva	
   en	
   CPE	
   de	
  

pacientes	
   con	
   IAM	
  durante	
   6	
  meses	
   de	
   evolución	
   clínica.	
   Es	
   decir,	
  

los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   las	
   integrinas	
   α5	
   y	
   αV	
   muestran	
   una	
  

tendencia	
  al	
  alza	
  el	
  día	
  del	
  infarto,	
  alcanzando	
  valores	
  significativos	
  

a	
   los	
   30	
   días	
   para	
   volver	
   a	
   niveles	
   similares	
   a	
   los	
   encontrados	
   en	
  

pacientes	
  sanos	
  a	
  los	
  6	
  meses	
  de	
  evolución	
  clínica.	
  	
  

	
  

La	
   similitud	
   del	
   patrón	
   de	
   capacidad	
   de	
   adhesión	
   con	
   el	
   de	
   la	
  

expresión	
  de	
   las	
   integrinas	
  α5	
  y	
  αV	
  sugiere	
   la	
   implicación	
  de	
  éstas	
  

en	
   el	
   proceso	
   de	
   adhesión	
   de	
   las	
   CPE	
   sobre	
   una	
   matriz	
   de	
  

fibronectina.	
   Esto	
   no	
   es	
   de	
   extrañar	
   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	
  demostró	
  un	
  papel	
   indispensable	
  de	
   las	
   integrinas	
  α5	
  y	
  

αV	
   en	
   la	
   adhesión	
   de	
   las	
   CPE	
   a	
   vasos	
   previamente	
   denudados,	
   lo	
  

que	
   refuerza	
   nuestra	
   hipótesis.	
   La	
   buena	
   evolución	
   clínica	
   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	
  

expresión	
  de	
   las	
   integrinas	
  α5	
  y	
  αV	
  en	
  CPE	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo,	
  

hace	
   de	
   éstas	
   unas	
   buenas	
   candidatas	
   a	
   posibles	
   indicadores	
   de	
  

reparación	
   endotelial	
   y	
   a	
   biomarcadores	
   de	
   pronóstico	
   en	
   la	
  

cardiopatía	
  isquémica.	
  

	
  

Una	
   vez	
   adheridas	
   sobre	
   la	
   zona	
   del	
   endotelio	
   dañada,	
   las	
   CPE	
  

tienen	
   que	
   ser	
   capaces	
   de	
   responder	
   adecuadamente	
   a	
   los	
  

estímulos	
   locales	
   adecuadamente,	
   proliferar,	
   crecer	
   y,	
   finalmente,	
  

regenerar	
  el	
  endotelio.	
  

	
  

En	
  la	
  presente	
  tesis,	
   la	
  capacidad	
  proliferativa	
  de	
  los	
  cultivos	
  de	
  

CPE	
   se	
   midió	
   por	
   citometría	
   de	
   flujo	
   como	
   la	
   capacidad	
   de	
   éstos	
  

para	
  iniciar	
  el	
  ciclo	
  celular	
  en	
  respuesta	
  a	
  la	
  adición	
  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	
   reducción	
   de	
   la	
  

capacidad	
   proliferativa	
   de	
   las	
   CPE	
   en	
   pacientes	
   con	
   IAM.	
   También	
  

demuestran	
  cómo	
  esta	
  capacidad	
  está	
  reducida	
  en	
  las	
  fases	
  agudas	
  

del	
   IAM,	
   situación	
   que	
   se	
   mantiene	
   por	
   lo	
   menos	
   hasta	
   30	
   días	
  

después	
  del	
  infarto,	
  para	
  restablecerse	
  a	
  valores	
  observados	
  en	
  CPE	
  

de	
  sujetos	
  sanos	
  tras	
  6	
  meses	
  de	
  evolución	
  clínica.	
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La	
   mayoría	
   de	
   estudios	
   realizados	
   hasta	
   el	
   momento	
   para	
   la	
  

determinación	
   de	
   la	
   capacidad	
   proliferativa	
   han	
   estado	
  

encaminados	
   a	
   testar	
   el	
   efecto	
   de	
   diferentes	
   sustancias	
   como	
   la	
  

angiotensina	
   II	
   y	
   la	
   homocisteína	
   sobre	
   las	
   CPE	
   (Shantsila	
   et	
   al.,	
  

2007;	
   Siddique	
  et	
   al.,	
   2010).	
   En	
  estos	
   trabajos	
   se	
  observó	
   cómo	
  el	
  

tratamiento	
   de	
   CPE	
   en	
   cultivo	
   con	
   estas	
   sustancias	
   reducía	
   su	
  

capacidad	
  proliferativa.	
  También	
  es	
  notable	
  el	
  número	
  de	
   trabajos	
  

destinados	
  a	
  la	
  determinación	
  de	
  este	
  mismo	
  parámetro	
  en	
  cultivos	
  

de	
   CPE	
   tratadas	
   con	
   estatinas,	
   inhibidores	
   del	
   enzima	
   convertidor	
  

de	
   la	
   angiotensina	
   y	
   bloqueadores	
   del	
   tipo	
   1	
   de	
   receptores	
   de	
   la	
  

angiotensina	
   II	
   (Shantsila	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Siddique	
  et	
  al.,	
  2010).	
  El	
  uso	
  

de	
  estos	
  fármacos,	
  ampliamente	
  utilizados	
  en	
  el	
  tratamiento	
  de	
  los	
  

pacientes	
  con	
  patologías	
  cardiovasculares,	
  resultó	
  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	
  

que	
   la	
   comparación	
   de	
   los	
   resultados	
   obtenidos	
   a	
   lo	
   largo	
   de	
   la	
  

evolución	
   clínica	
   no	
   es	
   posible.	
   Además,	
   el	
   diferente	
   criterio	
   de	
  

inclusión	
   de	
   pacientes	
   entre	
   diferentes	
   estudios,	
   la	
   falta	
   de	
   un	
  

protocolo	
  estándar	
  para	
  el	
  aislamiento	
  y	
  	
  cultivo	
  de	
  las	
  CPE	
  y	
  el	
  uso	
  

de	
   diferentes	
   técnicas	
   para	
   la	
   determinación	
   de	
   la	
   capacidad	
  

proliferativa	
  nos	
  ha	
  dificultado	
  la	
  comparación	
  estos	
  resultados	
  con	
  

los	
  obtenidos	
  por	
  otros	
  grupos.	
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Otro	
  de	
   los	
  parámetros	
   funcionales	
  analizados	
   fue	
   la	
   capacidad	
  

de	
  crecimiento	
  de	
   las	
  CPE	
  cultivadas	
  durante	
  un	
  periodo	
  de	
  6	
  días	
  

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	
   evolución	
   clínica	
   no	
   mostraron	
   diferencias	
   en	
   su	
  

crecimiento	
  hasta	
  el	
  5º	
  y	
  6º	
  día	
  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,	
   situándose	
   en	
   2,4	
   días,	
   tiempo	
   bastante	
   superior	
   al	
  

encontrado	
  en	
  este	
  trabajo	
  para	
  las	
  HUVEC	
  (1,3	
  días)	
  y	
  descrito	
  con	
  

anterioridad	
   por	
   Bompais	
   et	
   al.	
   (Bompais	
   et	
   al.,	
   2004).	
   De	
   forma	
  

interesante,	
  aunque	
  no	
  del	
   todo	
  sorprendente,	
  el	
  número	
  máximo	
  

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	
  reducción	
  en	
  la	
  

capacidad	
   de	
   crecimiento	
   en	
   CPE	
   aisladas	
   en	
   pacientes	
   con	
   IAM	
  a	
  

los	
  30	
  días	
  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	
   ningún	
   trabajo	
   que	
   analice	
   esta	
   capacidad	
   en	
   CPE	
  

aisladas	
  en	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  durante	
  6	
  meses	
  de	
  evolución	
  clínica.	
  

	
  

	
  La	
   última	
   fase	
   el	
   proceso	
   vasculogénico	
   consiste	
   en	
   la	
  

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

en	
   estructuras	
   tridimensionales	
   que,	
   tras	
   un	
   proceso	
   de	
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maduración,	
   conformarán	
   los	
  nuevos	
  vasos	
   sanguíneos.	
   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	
  modificación	
  de	
  la	
  capacidad	
  vasculogénica	
  de	
  las	
  CPE	
  a	
  

lo	
  largo	
  de	
  6	
  meses	
  de	
  evolución	
  clínica	
  en	
  el	
  contexto	
  del	
  IAM.	
  Así,	
  

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	
   evolución	
   clínica,	
   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	
   patológico	
   distinto,	
  

Heeschen	
   et	
   al.	
   observaron	
   una	
   reducción	
   de	
   la	
   capacidad	
  

vasuclogénica	
   de	
   progenitores	
   derivados	
   de	
   la	
   médula	
   ósea	
   de	
  

pacientes	
   con	
   enfermedad	
   coronaria	
   isquémica	
   crónica	
   (Heeschen	
  

et	
  al.,	
  2004).	
  	
  

	
  

Aunque	
   existen	
   varios	
   estudios	
   que	
   ponen	
   de	
   manifiesto	
   una	
  

rápida	
   movilización	
   de	
   CPE	
   durante	
   eventos	
   isquémicos	
   agudos	
   y	
  

durante	
   su	
   evolución	
   clínica,	
   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,	
  sí	
  existen	
  varios	
  estudios	
  

dirigidos	
  a	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  capacidad	
  funcional	
  de	
  las	
  CPE	
  en	
  

presencia	
  de	
  factores	
  de	
  riesgo	
  cardiovascular.	
  Así,	
  Loomans	
  et	
  al.	
  y	
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Teeper	
   et	
   al.,	
   observaron	
   una	
   reducción	
   de	
   la	
   capacidad	
  

vasculogénica	
  en	
  CPE	
  en	
  pacientes	
  con	
  	
  diabetes	
  mellitus	
  de	
  tipo	
  1	
  y	
  

2	
   respectivamente	
   (Loomans	
   et	
   al.,	
   2004;	
   Tepper	
   et	
   al.,	
   2002).	
  

Resultados	
   similares	
   se	
   han	
   obtenido	
   para	
   la	
   presencia	
   de	
   niveles	
  

elevados	
   de	
   colesterol	
   total,	
   homocisteína	
   y	
   dimetil	
   arginina	
  

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

	
  

Otra	
   parte	
   de	
   los	
   estudios	
   de	
   funcionalidad	
   celular	
   han	
  

perseguido	
   la	
   determinación	
   del	
   efecto	
   de	
   diferentes	
   fármacos	
  

utilizados	
   en	
   patologías	
   cardiovasculares	
   sobre	
   la	
   biología	
   de	
   las	
  

CPE.	
   En	
   esta	
   línea,	
   se	
   observó	
   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	
   número	
   de	
   CPE	
   y	
   su	
   capacidad	
   de	
   migración,	
  

proliferación	
  y	
  de	
  adhesión	
  (Siddique	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

	
  

Tomando	
  los	
  datos	
  funcionales	
  de	
  forma	
  conjunta,	
  los	
  resultados	
  

obtenidos	
   muestran	
   cómo	
   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,	
  proliferación	
  

y	
  vasculogénesis	
  se	
  ven	
  reducidas.	
  A	
   los	
  30	
  días	
  tras	
  el	
   infarto	
  esta	
  

situación	
   se	
   intensifica	
   aún	
   más	
   y	
   observamos	
   un	
   máximo	
   de	
  

adhesión	
  y	
  mínimo	
  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	
  proliferación	
  y	
  vasculogénica	
  y	
  

una	
  menor	
   capacidad	
  de	
  adhesión.	
  Teniendo	
  en	
   cuenta	
  que	
   todos	
  

los	
   pacientes	
   incluidos	
   en	
   esta	
   parte	
   del	
   trabajo	
   mostraron	
   una	
  

buena	
   recuperación	
   tras	
   el	
   IAM,	
   el	
   comportamiento	
   de	
   las	
   CPE	
  

observado	
   en	
   ellos	
   podría	
   ser	
   el	
   que	
   asegurara	
   una	
   buena	
  

recuperación	
  del	
  paciente.	
  	
  

	
  

Debido	
  a	
  la	
  naturaleza	
  multifactorial	
  de	
  la	
  patología	
  del	
  IAM	
  y	
  los	
  

tratamientos	
   que	
   los	
   pacientes	
   reciben	
   en	
   estas	
   situaciones,	
  

nuestro	
   estudio	
   tiene	
   algunas	
   limitaciones.	
   Por	
   una	
   parte,	
   la	
  

mayoría	
   de	
   pacientes	
   con	
   IAM	
   son	
   tratados	
   con	
   medicamentos	
  

capaces	
  de	
   incrementar	
  al	
  movilización	
  y	
   función	
  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	
   modificación	
  

funcional	
   de	
   las	
   mismas	
   a	
   lo	
   largo	
   de	
   la	
   evolución	
   la	
   clínica	
   es	
  

incierto	
  (Shantsila	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Por	
  otra	
  parte,	
  los	
  factores	
  de	
  riesgo	
  

cardiovascular	
  reducen	
  el	
  número	
  y	
  la	
  función	
  de	
  las	
  CPE	
  (Shantsila	
  

et	
   al.,	
   2007).	
   De	
   esta	
   manera,	
   los	
   resultados	
   aquí	
   presentados	
  

pueden	
  estar	
  influenciados	
  por	
  los	
  factores	
  de	
  riesgo	
  cardiovascular	
  

así	
  como	
  por	
  el	
  tratamiento	
  que	
  los	
  pacientes	
  con	
  IAM	
  reciben	
  y	
  no	
  

únicamente	
  por	
  el	
  estado	
  patológico	
  del	
  IAM.	
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6.3 Micropartículas	
   Sonic	
   Hedgehog	
   y	
   células	
   progenitoras	
  

endoteliales	
  

Uno	
  de	
  los	
  objetivos	
  de	
  este	
  trabajo	
  fue	
  determinar	
  el	
  efecto	
  de	
  las	
  

MP	
   específicamente	
   diseñadas	
   para	
   que	
   alberguen	
   el	
   morfogen	
   Shh	
  

(MPShh+)	
   sobre	
   la	
   biología	
   de	
   CPE	
   aisladas	
   de	
   muestras	
   de	
   sangre	
  

periférica	
  de	
  adultos	
  humanos.	
  Específicamente	
  nos	
  centramos	
  en	
  dos	
  

de	
   los	
   parámetros	
   funcionales	
   que	
   mejor	
   definen	
   una	
   adecuada	
  

función	
  endotelial	
   in	
  vitro,	
   la	
  capacidad	
  de	
  producir	
  NO	
  y	
  la	
  capacidad	
  

vasculogénica.	
  

	
  

6.3.1 Interacción	
   de	
   las	
   micropartículas	
   Sonic	
   Hedgehog	
  

con	
  las	
  células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  

El	
  efecto	
  que	
  las	
  MP	
  puedan	
  ejercer	
  sobre	
  otras	
  células,	
  tanto	
  en	
  

el	
   estado	
   fisiológico	
   como	
   en	
   el	
   patológico,	
   depende	
   del	
   tipo	
   de	
  

interacción	
  que	
  se	
  establezca	
  entre	
  ambas	
  y	
  de	
  si	
  se	
  produce	
  o	
  no	
  la	
  

transferencia	
  del	
  contenido	
  (proteínas,	
  lípidos	
  y	
  RNAs)	
  de	
  la	
  MP	
  a	
  la	
  

célula	
   (Raposo	
   and	
   Stoorvogel,	
   2013).	
   De	
   esta	
   manera,	
   las	
   MP	
  

pueden	
   fusionarse	
   con	
   la	
   membrana	
   plasmática	
   celular	
   o	
   ser	
  

endocitadas.	
  Si	
  la	
  interacción	
  se	
  produce	
  a	
  través	
  de	
  la	
  fusión	
  entre	
  

la	
  célula	
  y	
  la	
  MP,	
  la	
  primera	
  adquirirá	
  las	
  propiedades	
  antigénicas	
  y	
  

los	
  receptores	
  de	
  la	
  membrana	
  de	
  la	
  segunda.	
  Además,	
  el	
  contenido	
  

de	
  la	
  MP	
  se	
  liberará	
  al	
  citoplasma	
  celular.	
  De	
  esta	
  manera	
  la	
  célula	
  

puede	
  adquirir	
  nuevas	
  funciones	
  que	
  antes	
  no	
  poseía.	
  Sin	
  embargo,	
  

cuando	
   las	
   MP	
   son	
   endocitadas,	
   éstas	
   pueden	
   fusionarse	
   con	
   la	
  

membrana	
   endocítica,	
   y	
   liberar	
   su	
   contenido	
   al	
   citoplasma,	
   o	
   ser	
  

dirigidas	
  a	
   los	
   lisosomas	
  para	
   su	
  degradación.	
  En	
  este	
  caso,	
   sólo	
   si	
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las	
   MP	
   se	
   fusionan	
   con	
   las	
   membranas	
   endocíticas,	
   la	
   célula	
  

adquirirá	
  nuevas	
  funciones.	
  	
  

	
  

Los	
   resultados	
   obtenidos	
   en	
   este	
   trabajo	
   muestran	
   cómo	
   MP	
  

teñidas	
   con	
  PKH67	
  empiezan	
  a	
   ser	
   internalizadas	
  por	
   las	
  CPE	
  a	
   las	
  

dos	
  horas	
  de	
  exposición.	
  A	
  las	
  24	
  horas	
  de	
  exposición	
  todas	
  las	
  CPE	
  

muestran	
  en	
  su	
  citoplasma	
  MP	
  marcadas.	
  Imágenes	
  de	
  microscopia	
  

confocal	
   revelan	
   cómo	
   las	
   MP	
   marcadas	
   se	
   encuentran	
  

concentradas	
   en	
   pequeñas	
   vesículas,	
   probablemente	
   vesículas	
  

endocíticas,	
   en	
   el	
   interior	
   citoplasmático	
   de	
   las	
   CPE.	
   Resultados	
  

similares	
   se	
  han	
  obtenido	
   con	
  HUVEC	
  en	
   cultivo	
   y	
  MP	
   teñidas	
   con	
  

PKH67	
   (Soleti	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Otros	
   autores	
   han	
   detectado	
   la	
  

acumulación	
   de	
   vesículas	
   extracelulares	
   (MP	
   o	
   exosomas)	
   en	
  

compartimentos	
   endocíticos	
   o	
   fagocíticos	
   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	
   rápido	
   dinamismo	
   con	
   el	
   que	
   se	
  

produce	
  el	
   evento	
  de	
   fusión	
   junto	
   con	
   la	
   limitada	
   resolución	
  de	
   la	
  

microscopia	
   de	
   fluorescencia	
   podría	
   haber	
   impedido	
   su	
   detección	
  

(Raposo	
   and	
   Stoorvogel,	
   2013).	
   Algunos	
   grupos	
   han	
   podido	
  

demostrar	
  la	
  fusión	
  directa	
  de	
  exosomas	
  con	
  células	
  dendríticas	
  de	
  

ratón	
  derivadas	
  de	
   la	
  médula	
  ósea	
  mediante	
  el	
  uso	
  del	
  compuesto	
  

lipofílico	
   R18	
   (Montecalvo	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Es	
   necesario	
   destacar	
   que	
  

únicamente	
   se	
   esperan	
   mecanismos	
   de	
   fusión,	
   que	
   finalmente	
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conllevan	
   a	
   una	
   exposición	
   estable	
   y	
   duradera	
   de	
   las	
   MP	
   en	
   la	
  

superficie	
  celular,	
  en	
  aquellas	
  células	
  con	
  poca	
  o	
  ninguna	
  actividad	
  

endocítica	
  (Raposo	
  and	
  Stoorvogel,	
  2013).	
  

	
  

6.3.2 Efecto	
   de	
   las	
   micropartículas	
   Sonic	
   Hedgehog	
   en	
   la	
  

expresión	
  génica	
  de	
  las	
  células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  

Los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  el	
  presente	
  trabajo	
  muestran	
  como	
  

los	
  principales	
  miembros	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  de	
  Hedgehog	
  se	
  

expresan	
  basalmente	
  en	
  CPE	
  humanas	
  aisladas	
  a	
  partir	
  de	
  muestras	
  

de	
  sangre	
  periférica.	
  Así,	
  pudimos	
  observar	
  una	
  expresión	
  basal	
  del	
  

receptor	
   de	
   Shh,	
   PTCH1	
   así	
   como	
   del	
   efector	
   de	
   la	
   ruta,	
   SMO.	
  

Además,	
   observamos	
   que	
   en	
   las	
   CPE,	
   el	
   factor	
   de	
   transcripción	
  

activador	
   de	
   la	
   ruta	
   canónica	
   Hh,	
   GLI1,	
   también	
   se	
   expresa	
  

basalmente.	
  	
  

	
  

Las	
   CPE	
   tratadas	
   con	
   MPShh+	
   durante	
   24	
   horas	
   incrementan	
   la	
  

expresión	
   de	
   los	
   genes	
   PTCH1,	
   SMO	
   y	
   GLI1.	
   El	
   incremento	
   de	
   la	
  

expresión	
  de	
  GLI1	
  en	
  respuesta	
  al	
  Shh	
  se	
  ha	
  utilizado	
  ampliamente	
  

como	
   biomarcador	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
  

canónica	
   Hedgehog	
   (Boo	
   et	
   al.,	
   2002;	
   Hirschi	
   et	
   al.,	
   2008).	
   La	
  

expresión	
  de	
  los	
  genes	
  PTCH1,	
  SMO	
  y	
  SHH	
  también	
  se	
  ha	
  observado	
  

en	
  células	
  sanguíneas	
  CD34+	
  de	
  humanos,	
  donde	
  la	
  adición	
  de	
  Shh	
  

exógeno	
  a	
  cultivos	
   in	
  vitro	
  en	
  expansión	
   incrementó	
  el	
  número	
  de	
  

células	
   progenitoras	
   funcionales	
   y	
   promovió	
   su	
   diferenciación	
  

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

demuestran	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
   Hedgehog	
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canónica	
   en	
   CPE	
   tratadas	
   con	
   MPShh+.	
   Sin	
   embargo,	
   sigue	
   siendo	
  

controvertido	
   el	
   papel	
   de	
   los	
   factores	
   de	
   transcripción	
   GLI	
   en	
   la	
  

regulación	
   de	
   los	
   procesos	
   angiogénicos	
   y	
   tubulogénicos	
   en	
   CE	
  

(Chinchilla	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Kanda	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Spek	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

	
  

El	
   tratamiento	
   de	
   las	
   CPE	
   humanas	
   con	
   MPShh+	
   aumenta	
   la	
  

expresión	
   de	
   genes	
   de	
   interés	
   cardiovascular.	
   Específicamente	
   se	
  

observa	
  un	
  incremento	
  de	
  la	
  expresión	
  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	
  Martínez,	
  

2012).	
  En	
  CPE	
  humanas	
  sometidas	
  a	
  tratamiento	
  con	
  MPShh+,	
  el	
  gen	
  

NOS3	
   que	
   codifica	
   para	
   la	
   proteína	
   eNOS	
   también	
   incrementa	
   su	
  

expresión.	
  El	
  NO	
  producido	
  por	
  la	
  eNOS	
  regula	
  numerosas	
  acciones	
  

cardiovasculares	
   como	
   el	
   tono	
   vascular	
   y	
   la	
   presión	
   sanguínea,	
  

previene	
   la	
   agregación	
   plaquetaria	
   e	
   inhibe	
   la	
   proliferación	
   de	
   las	
  

células	
  de	
  musculo	
  liso	
  vasculares	
  (Moncada	
  and	
  Higgs,	
  2006).	
  De	
  la	
  

misma	
   manera	
   las	
   MPShh+	
   inducen	
   la	
   expresión	
   del	
   factor	
   de	
  

transcripción	
   inducido	
   por	
   el	
   flujo	
   laminar	
   y	
   ateroprotector,	
   KLF2	
  

(Gimbrone	
  and	
  García-­‐Cardeña,	
  2013).	
  	
  

	
  

Los	
  mecanismos	
  de	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  estos	
  genes	
  en	
  

CPE	
   humanas	
   e	
   inducidos	
   por	
   el	
   tratamiento	
   con	
  MPShh+	
   está	
   aun	
  

por	
   determinar.	
   Algunos	
   trabajos	
   en	
   CE	
   de	
   humanos	
   y	
   ratón	
  

muestran	
  como	
  el	
  tratamiento	
  con	
  MPShh+	
  modifican	
  la	
  expresión	
  de	
  

varios	
   genes	
   implicados	
   en	
   procesos	
   angiogénicos	
   y	
   cómo	
   este	
  

efecto	
   fue	
   inhibido	
   parcialmente	
   por	
   la	
   ciclopamina	
   (Soleti	
   and	
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Martínez,	
  2009;	
  2012).	
  Estos	
  resultados	
  podrían	
  reflejar	
  la	
  compleja	
  

interacción	
  entre	
  las	
  rutas	
  canónicas	
  y	
  no	
  canónicas	
  de	
  señalización	
  

Hedgehog	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  génica.	
  

6.3.3 Efecto	
  de	
  las	
  micropartículas	
  Sonic	
  Hedgehog	
  sobre	
  la	
  

función	
  celular	
  de	
  las	
  células	
  progenitoras	
  endoteliales	
  

Inicialmente	
  se	
  consideró	
  que	
  las	
  CE	
  in	
  vitro	
  no	
  eran	
  capaces	
  de	
  

responder	
   directamente	
   a	
   la	
   proteína	
   recombinante	
   Shh.	
   La	
  

inducción	
   de	
   la	
   angiogénesis,	
   el	
   aumento	
   del	
   flujo	
   sanguíneo	
   y	
   la	
  

recuperación	
   de	
   miembros	
   isquémicos	
   en	
   el	
   modelo	
   murino	
   se	
  

produciría	
   a	
   través	
   de	
   la	
   inducción	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   factores	
  

angiogénicos	
   (VEGF	
  y	
  Angiopoyetina	
  1	
  y	
  2)	
  en	
  células	
   intersticiales	
  

mesenquimales	
  (Pola	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Sin	
  embargo,	
  más	
  recientemente	
  

se	
  ha	
  observado	
  cómo	
  las	
  HUVEC	
  sí	
  son	
  capaces	
  de	
  responder	
  a	
  Shh	
  

y	
  de	
  cómo	
  	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  de	
  Hedgehog	
  en	
  

HUVEC	
   es	
   capaz	
   de	
   inducir	
   respuestas	
   angiogénicas	
   (Chinchilla	
   et	
  

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

	
  

Hasta	
   la	
   fecha	
  no	
  existe	
  ningún	
  estudio	
  que	
  describa	
  el	
   efecto	
  

de	
   Shh	
   sobre	
   la	
   biología	
   de	
   CPE	
   aisladas	
   de	
   sangre	
   periférica	
   de	
  

adultos	
  humanos.	
  Los	
  resultados	
  aquí	
  obtenidos	
  demuestran	
  cómo	
  

el	
  Shh	
  presente	
  en	
  las	
  MPShh+	
  es	
  capaz	
  de	
  inducir	
  un	
  estímulo	
  en	
  la	
  

capacidad	
  vasculogénica	
  de	
  las	
  CPE	
  aisladas	
  de	
  sangre	
  periférica	
  de	
  

adultos	
  humanos.	
  

	
  

Como	
   mostramos	
   anteriormente	
   las	
   CPE	
   por	
   sí	
   mismas	
   son	
  

capaces	
   de	
   formar	
   estructuras	
   tubulares	
   sobre	
   una	
   matriz	
   de	
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Matrigel.	
  De	
  hecho,	
  este	
  criterio	
  es	
  uno	
  de	
   los	
  más	
  utilizados	
  para	
  

definir	
  el	
   fenotipo	
   funcional	
  de	
   las	
  CPE	
   (Fadini	
  et	
  al.,	
  2008a;	
  2012;	
  

Timmermans	
   et	
   al.,	
   2009).	
   El	
   tratamiento	
   con	
  MPShh+	
   desvela	
   una	
  

inducción	
   en	
   la	
   capacidad	
   vasculogénica	
   de	
   las	
   CPE	
   así	
   como	
   una	
  

mejora	
   en	
   la	
   organización	
   de	
   las	
   estructuras	
   tubulares	
   formadas	
  

sobre	
  la	
  matriz	
  de	
  Matrigel.	
  	
  

	
  

Para	
  analizar	
  la	
  posible	
  implicación	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  de	
  

Shh	
   en	
   la	
   inducción	
   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	
  

inducido	
  por	
  las	
  MPShh+	
  era	
  completamente	
  bloqueado	
  tanto	
  por	
  la	
  

ciclopamina	
   como	
  por	
  el	
   LY204002.	
  Este	
  hecho	
  parece	
   indicar	
  que	
  

las	
  MPShh+	
  son	
  capaces	
  de	
  inducir	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  Hedgehog	
  y	
  

que,	
   además,	
   ésta	
   está	
   implicada	
   en	
   el	
   proceso	
   vasculogénico.	
   La	
  

regulación	
   de	
   la	
   vasculogénesis	
   en	
   CPE	
   inducida	
   por	
   las	
   MPShh+	
  

estaría	
  mediada	
  por	
  mecanismos	
  SMO	
  y	
  PI3K	
  dependientes.	
  Se	
  han	
  

obtenido	
   resultados	
   similares	
   a	
   los	
   aquí	
   presentados	
   en	
   HUVEC	
  

tratadas	
   con	
   MPShh+.	
   Específicamente,	
   las	
   MPShh+	
   indujeron	
   la	
  

formación	
   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	
   proteína	
   recombinante	
   Shh	
  

demostraron	
   un	
   incremento	
   de	
   la	
   capacidad	
   angiogénica	
   de	
   las	
  

HUVEC	
   a	
   través	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   señalización	
   no	
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canónica	
   (Chinchilla	
   et	
   al.,	
   2010)	
   y	
   mediados	
   a	
   través	
   de	
   la	
   PI3K	
  

(Kanda	
  et	
  al.,	
  2003).	
  	
  

	
  

Sin	
   embargo,	
   los	
   resultados	
   aquí	
   obtenidos	
   no	
   permiten	
  

descartar	
  el	
  posible	
  papel	
  del	
  factor	
  de	
  transcripción	
  activador	
  de	
  la	
  

ruta	
   canónica,	
   GLI1,	
   del	
   factor	
   proangiogénico	
   VEGF	
   y	
   de	
   su	
  

receptor	
   KDR.	
   Serían	
   necesarios	
   experimentos	
   adicionales	
   con	
  

inhibidores	
   específicos	
   de	
   estos	
   componentes	
   para	
   determinar	
   el	
  

papel	
   específico	
   de	
   cada	
   uno	
   de	
   ellos	
   en	
   la	
   inducción	
   de	
   la	
  

vasculogénesis	
   en	
   CPE	
   tratadas	
   con	
   MPShh+.	
   Otros	
   estudios	
  

demostraron	
  que	
   las	
  CE	
  no	
  respondían	
  a	
   las	
  proteínas	
  Hedgehog	
  a	
  

través	
  de	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  actividad	
  del	
  factor	
  de	
  trascripción	
  GLI	
  y	
  

de	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  genes	
  regulados	
  por	
  éste	
  (ruta	
  canónica)	
  si	
  no	
  

que	
  lo	
  hacían	
  a	
  través	
  de	
  mecanismos	
  GLI-­‐independientes	
  (Brennan	
  

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

	
  

Es	
   muy	
   importante	
   destacar	
   que	
   el	
   efecto	
   beneficioso	
   de	
   las	
  

MPShh+	
   sobre	
   la	
   capacidad	
   vasculogénica	
   de	
   las	
   CPE	
   se	
   refleja,	
  

también,	
  in	
  vivo.	
  CPE	
  tratadas	
  con	
  MPShh+	
  durante	
  un	
  período	
  de	
  24	
  

horas	
   fueron	
   trasplantadas	
   subcutáneamente	
   a	
   ratones	
  

inmunodepremidos	
   durante	
   7	
   días	
   mediante	
   el	
   procedimiento	
  

experimental	
  conocido	
  como	
  “Matrigel	
  Plug	
  Assay”.	
  Los	
   resultados	
  

de	
   estos	
   experimentos	
  muestran	
   como	
   las	
  MPShh+	
   son	
   capaces	
   de	
  

inducir	
   la	
   capacidad	
   vasculogénica	
   de	
   las	
   CPE	
   in	
   vivo.	
   Estos	
  

resultados	
   revelan	
   cómo	
   con	
   tan	
   sólo	
   un	
   tratamiento	
  de	
   24	
   horas	
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con	
  MPShh+	
  es	
  capaz	
  de	
  inducir	
  cambios	
  perdurables	
  en	
  la	
  función	
  de	
  

las	
  CPE.	
  

	
  

En	
  este	
  trabajo	
  se	
  describe	
  por	
  primera	
  vez	
  cómo	
  las	
  MPShh+	
  son	
  

capaces	
  de	
  inducir	
  la	
  producción	
  de	
  NO	
  en	
  CPE	
  en	
  cultivo.	
  El	
  uso	
  de	
  

los	
   inhibidores	
   ciclopamina	
   y	
   LY294002	
   revierte	
   por	
   completo	
   el	
  

incremento	
   en	
   la	
   producción	
   de	
   NO	
   en	
   CPE	
   inducido	
   por	
   el	
  

tratamiento	
   con	
   MPShh+.	
   Estos	
   resultados	
   demuestran	
   que	
   el	
  

incremento	
  en	
  la	
  producción	
  de	
  NO	
  en	
  CPE	
  sometidas	
  a	
  tratamiento	
  

con	
   MPShh+	
   	
   está	
   mediado	
   por	
   los	
   componentes	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
  

señalización	
  de	
  Hedgehog	
  SMO	
  y	
  PI3K.	
  El	
  mecanismo	
  de	
  regulación	
  

en	
  CPE	
  de	
  la	
  producción	
  de	
  NO	
  inducida	
  por	
  MPShh+	
  coincide	
  con	
  el	
  

propuesto	
   para	
   la	
   línea	
   celular	
   endotelial	
   EA.hy	
   926	
   y	
   en	
   CE	
  

murinas,	
  donde	
  la	
  producción	
  de	
  NO	
  estaría	
  mediada	
  a	
  través	
  de	
  un	
  

mecanismo	
  dependiente	
  de	
  los	
  receptores	
  PTCH1	
  y	
  SMO	
  (Agouni	
  et	
  

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

	
  

La	
  producción	
  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	
  

región	
   promotora	
   con	
   múltiples	
   secuencias	
   reguladoras.	
   Entre	
   las	
  

sustancias	
   que	
   pueden	
   interaccionar	
   con	
   estas	
   secuencias	
  

reguladoras	
   encontramos	
   el	
   VEGF,	
   las	
   estatinas	
   y	
   los	
   estrógenos	
  

(Moncada	
   and	
   Higgs,	
   2006).	
   Encontramos	
   también	
   múltiples	
  

elementos	
   implicados	
  en	
   la	
  regulación	
  de	
  su	
  actividad	
  de	
  entre	
   los	
  

cuales	
  quizá	
  el	
  más	
  importante	
  sea	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  del	
  PI3K.	
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La	
  estimulación	
  del	
   PI3K	
  por	
   el	
   flujo	
   laminar	
   conlleva	
   la	
   activación	
  

de	
  la	
  quinasa	
  AKT,	
  quien	
  finalmente	
  fosforila	
  el	
  enzima	
  eNOS	
  en	
  su	
  

sitio	
   activador	
   Ser	
   1177.	
   Sin	
   embargo,	
   existen	
   otras	
   proteínas	
  

quinasas	
  que	
   también	
  pueden	
   fosforilar	
  el	
   sitio	
  activador	
  Ser	
  1177	
  

de	
  la	
  eNOS	
  como	
  la	
  proteína	
  quinasa	
  a	
  (PKA)	
  (Boo	
  et	
  al.,	
  2002)	
  y	
  la	
  

proteína	
  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	
   producción	
   de	
   NO	
   inducido	
   por	
   el	
   tratamiento	
   de	
   MPShh+	
  	
  

observamos	
  que	
  éstas	
  no	
   tuvieron	
  ningún	
  efecto	
  en	
   los	
  niveles	
  de	
  

expresión	
   ni	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   quinasa	
   AKT.	
   Sin	
   embargo,	
  

observamos	
  un	
  aumento	
  en	
   la	
  expresión	
  y	
  en	
   la	
   fosforilación	
  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	
   producción	
   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	
  organización	
  de	
  capilares.	
  Además,	
  el	
  VEGF	
  es	
  

capaz	
  de	
  aumentar	
  la	
  producción	
  de	
  NO	
  mediante	
  el	
  aumento	
  de	
  la	
  

expresión	
   de	
   la	
   eNOS	
   y	
   ,	
   a	
   su	
   vez,	
   el	
   NO	
   es	
   capaz	
   de	
   inducir	
   la	
  

expresión	
  del	
  TGF-­‐β,	
  un	
  potente	
   factor	
  angiogénico	
   (Moncada	
  and	
  

Higgs,	
  2006).	
  Parece	
  clara	
  la	
  existencia	
  de	
  una	
  interrelación	
  entre	
  la	
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producción	
   de	
   NO,	
   el	
   VEGF	
   y	
   la	
   vasculogénesis.	
   Con	
   el	
   fin	
   de	
  

estudiar	
   la	
   posible	
   dependencia	
   entre	
   la	
   producción	
   de	
   NO	
   y	
   la	
  

capacidad	
  vasculogénica	
  inducidas	
  por	
  las	
  MP+	
  realizamos	
  el	
  ensayo	
  

de	
  vasculogénesis	
   in	
  vitro	
  en	
  presencia	
  de	
  un	
  potente	
   inhibidor	
  de	
  

la	
   actividad	
   oxido	
   nítrico	
   sintasa,	
   el	
   L-­‐NAME.	
   La	
   inhibición	
   de	
   la	
  

producción	
   del	
   NO	
   no	
   tuvo	
   ningún	
   efecto	
   sobre	
   la	
   capacidad	
  

vasculogénica	
  de	
  las	
  CPE	
  tratadas	
  con	
  MPShh+.	
  Todo	
  ello	
  sugiere	
  que	
  

el	
  incremento	
  de	
  la	
  capacidad	
  vasculogénica	
  de	
  las	
  CPE	
  mediada	
  por	
  

MPShh+	
   se	
   produce	
   a	
   través	
   de	
   mecanismos	
   diferentes	
   y	
  

completamente	
  independientes	
  de	
  la	
  producción	
  del	
  NO.	
  	
  

	
  

Resultados	
   similares	
   a	
   los	
   presentados	
   en	
   este	
   trabajo	
   se	
   han	
  

obtenido	
   para	
   CE	
   cultivadas	
   in	
   vitro.	
   El	
   tratamiento	
   de	
   la	
   línea	
  

celular	
  endotelial	
  EA.hy	
  926	
  con	
  MPShh+	
  	
  aumentó	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  

eNOS	
   así	
   como	
   la	
   fosforilación	
   en	
   su	
   sitio	
   activador	
   Ser	
   1177	
  

(Agouni	
   et	
   al.,	
   2007).	
   En	
   el	
   modelo	
   murino,	
   las	
   MPShh+	
   fueron	
  

capaces	
  de	
  mejorar	
  la	
  función	
  endotelial	
  mediante	
  la	
  producción	
  de	
  

NO	
   (Agouni	
  et	
  al.,	
  2007)	
  y	
  de	
   rescatar	
   la	
  disfunción	
  endotelial	
   tras	
  

un	
   proceso	
   de	
   isquemia	
   y	
   reperfusión.	
   En	
   el	
   modelo	
   murino	
   de	
  

isquemia	
   animal,	
   la	
   administración	
   intravenosa	
   de	
  MPShh+	
   durante	
  

21	
  días	
  incremento	
  la	
  activación	
  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	
  cómo	
  el	
  tratamiento	
  con	
  MP	
  que	
  albergan	
  el	
  morfogen	
  

Shh	
   son	
   capaces	
   de	
   mejorar	
   las	
   capacidades	
   vasculogénicas	
   y	
   de	
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producción	
   de	
   NO	
   de	
   CPE.	
   Estos	
   dos	
   parámetros	
   son	
   dos	
   de	
   las	
  

funciones	
   celulares	
   más	
   importantes	
   y	
   que	
   mejor	
   caracterizan	
   la	
  

función	
  endotelial.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  sabemos	
  que	
  tanto	
  el	
  número	
  de	
  

CPE	
  circulantes	
   como	
  su	
   función	
  está	
  afectada	
  por	
   la	
  presencia	
  de	
  

los	
   factores	
  de	
   riesgo	
   cardiovascular	
   (Werner	
   and	
  Nickenig,	
   2006).	
  

De	
   la	
   misma	
   manera,	
   se	
   ha	
   observado	
   una	
   disminución	
   en	
   la	
  

movilización	
   de	
   las	
   CPE	
   en	
   diferentes	
   enfermedades	
  

cardiovasculares	
  (Shantsila	
  et	
  al.,	
  2007).	
  El	
  efecto	
  observado	
  de	
   las	
  

MPShh+	
   sobre	
   las	
   capacidades	
   funcionales	
   de	
   las	
   CPE	
   las	
   hace	
  muy	
  

atractivas	
  como	
  posible	
  terapia	
  para	
  mejorar	
  la	
  función	
  de	
  las	
  CPE,	
  

afectada	
  en	
  pacientes	
  que	
  padecen	
  enfermedades	
  cardiovasculares	
  

o	
  que	
  presentan	
  algún	
  factor	
  de	
  riesgo	
  cardiovascular.	
  

	
  

6.3.4 Efecto	
   de	
   las	
   micropartículas	
   Sonic	
   Hedgehog	
   en	
   la	
  

reorganización	
   del	
   citoesqueleto	
   de	
   actina	
   en	
   células	
  

progenitoras	
  endoteliales	
  

El	
   tratamiento	
   con	
   MPShh+	
   induce	
   cambios	
   morfológicos	
   en	
   las	
  

CPE.	
   Las	
   CPE	
   en	
   cultivo	
   mostraban	
   la	
   característica	
   morfología	
  

adoquinada	
   endotelial.	
   Sin	
   embargo,	
   tras	
   24	
  horas	
   de	
   tratamiento	
  

con	
   las	
   MPShh+,	
   las	
   CPE	
   adquirían	
   una	
   morfología	
   mucho	
   más	
  

fusiforme,	
   muy	
   similar	
   a	
   la	
   que	
   presentan	
   las	
   CE	
   en	
   arterias	
  

sometidas	
   a	
   flujo	
   laminar	
   (Dai	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Además,	
   el	
   factor	
   de	
  

transcripción	
   KLF2	
   podría	
   estar	
   también	
   implicado	
   en	
   el	
   cambio	
  

morfológico	
   observado	
   en	
   CPE	
   tratadas	
   con	
  MPShh+.	
   Sin	
   embargo,	
  

aunque	
  el	
  tratamiento	
  con	
  MPShh+	
  induce	
  la	
  expresión	
  del	
  gen	
  KLF2,	
  

los	
  datos	
  obtenidos	
  en	
  esta	
  tesis	
  son	
   insuficientes	
  para	
  dilucidar	
  el	
  



Discusión 

 197 

papel	
  exacto	
  del	
   factor	
  de	
   transcripción	
  KLF2	
  y	
  de	
   los	
  mecanismos	
  

de	
  regulación	
  del	
  mismo.	
  	
  

	
  

El	
   estudio	
   del	
   efecto	
   de	
   las	
   MPShh+	
   sobre	
   la	
   organización	
   del	
  

citoesqueleto	
   de	
   actina	
   muestra	
   cómo	
   el	
   tratamiento	
   con	
   MPShh+	
  

durante	
   24	
   horas	
   induce	
   la	
   reorganización	
   de	
   los	
   filamentos	
   de	
  

actina	
  en	
  CPE.	
  Además	
  éstos	
  se	
  distribuyen	
  de	
  forma	
  longitudinal	
  a	
  

lo	
   largo	
   de	
   toda	
   la	
   célula.	
   La	
   reorganización	
   de	
   los	
   filamentos	
   de	
  

actina	
  no	
  es	
  dependiente	
  de	
  Smo	
  ni	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  PI3K.	
  El	
  uso	
  

del	
   inhibidor	
   Y27362	
   desveló	
   que	
   la	
   reorganización	
   de	
   los	
  

filamentos	
   de	
   actina	
   esta	
   mediada	
   por	
   la	
   proteína	
   ROCK,	
   cuya	
  

activación,	
  además,	
  es	
  independiente	
  de	
  Hedgehog.	
  Colectivamente	
  

los	
   resultados	
   indican	
   que	
   la	
   reorganización	
   del	
   citoesqueleto	
   de	
  

actina	
   en	
   CPE	
   sometidas	
   al	
   tratamiento	
   con	
   MPShh+	
   puede	
   estar	
  

mediada	
   por	
   uno	
  o	
   varios	
   componentes	
   presentes	
   en	
   las	
  MPShh+	
   y	
  

diferentes	
   a	
   Shh.	
   Sin	
   embargo,	
   resultados	
   obtenidos	
   en	
   HUVEC	
  

demostraron	
  que	
  la	
  activación	
  de	
  las	
  proteínas	
  Rho	
  GTPasa,	
  Rac1	
  y	
  

RhoA	
   estaría	
  mediada	
   por	
  mecanismos	
   Smo	
   y	
   PI3K	
   dependientes,	
  

pero	
  independientes	
  de	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  GLI	
  (Chinchilla	
  

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

	
  

Los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  en	
  

CPE	
   tratadas	
   tanto	
  con	
  MPShh+	
   como	
  con	
  MPShh-­‐	
   revelan	
  cómo	
  solo	
  

las	
   primeras	
   son	
   capaces	
   de	
   aumentar	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
   genes	
  

estudiados.	
   Las	
  MPShh-­‐	
   no	
   tienen	
  ningún	
   efecto	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
  

estos	
   mismos	
   genes.	
   Lo	
   mismo	
   ocurre	
   para	
   todos	
   los	
   parámetros	
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funcionales	
   estudiados	
   en	
   esta	
   parte	
   del	
   trabajo.	
   A	
   pesar	
   de	
   la	
  

diferente	
   composición	
   proteica	
   de	
   las	
   micropartículas	
   MPShh+	
   y	
  

MPShh-­‐	
  (Miguet	
  et	
  al.,	
  2006)	
  únicamente	
  aquellas	
  MP	
  que	
  contienen	
  

al	
  morfogen	
  Shh	
  son	
  capaces	
  de	
  inducir	
  cambios	
  significativos	
  en	
  la	
  

expresión	
  de	
  genes	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  de	
  Hedgehog	
  y	
  genes	
  

de	
  interés	
  cardiovascular.	
  Además,	
  todos	
  los	
  efectos	
  positivos	
  de	
  las	
  

MPShh+	
  sobre	
  la	
  capacidad	
  funcional	
  de	
  las	
  CPE	
  parece	
  estar	
  mediada	
  

únicamente	
  por	
   la	
  activación	
  de	
   la	
   ruta	
  de	
   señalización	
  Hedgehog,	
  

ya	
  que	
  la	
  inhibición	
  del	
  receptor	
  Smo	
  es	
  capaz	
  de	
  revertir	
  todos	
  los	
  

cambios	
  evocados	
  por	
  las	
  MPShh+.	
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1. En	
   los	
   pacientes	
   que	
   sufren	
   un	
   IAM	
   se	
   produce	
   un	
   aumento	
   en	
   el	
  

número	
   de	
   CEC	
   y	
   EPC	
   circulantes.	
   Las	
   CEC	
   se	
   mantienen	
   elevadas	
  

durante	
   los	
   6	
   meses	
   de	
   evolución	
   clínica	
   al	
   igual	
   que	
   las	
   EPC	
  

circulantes,	
  que	
  alcanzan	
  su	
  valor	
  máximo	
  30	
  días	
  después	
  del	
  infarto.	
  

	
  

2. El	
   protocolo	
   óptimo	
   de	
   aislamiento	
   de	
   CPE	
   de	
   sangre	
   periférica	
   se	
  

basa	
  en	
  la	
  recogida	
  de	
  al	
  menos	
  30	
  mL	
  de	
  sangre	
  por	
  punción	
  venosa	
  

en	
   tubos	
   con	
   heparina	
   sódica,	
   procesada	
   en	
   un	
   tiempo	
   inferior	
   a	
   2	
  

horas.	
   Las	
   CPE	
   se	
   cultivarán	
   sobre	
   una	
   matriz	
   extracelular	
   de	
  

fibronectina	
   y	
   se	
   enriquecerá	
   el	
   medio	
   de	
   cultivo	
   endotelial	
   con	
   un	
  

20%	
   SBF.	
   Las	
   CPE	
   en	
   cultivo	
   así	
   obtenidas	
   muestran	
   características	
  

fenotípicas	
   y	
   funcionales	
   similares	
   a	
   las	
   de	
   líneas	
   establecidas	
   de	
  

células	
  endoteliales	
  (HUVEC).	
  

	
  

3. Existen	
   diferencias	
   entre	
   el	
   comportamiento	
   de	
   las	
   CPE	
   en	
   cultivo	
  

aisladas	
  de	
  individuos	
  sanos	
  y	
  de	
  pacientes	
  con	
  IAM.	
  Además,	
  durante	
  

la	
   evolución	
   clínica	
   del	
   paciente,	
   las	
   CPE	
   también	
   modifican	
   sus	
  

características	
   funcionales:	
  en	
   la	
   fase	
  aguda	
  del	
  proceso,	
  el	
  aumento	
  

en	
  la	
  adhesión	
  de	
  las	
  CPE	
  en	
  cultivo	
  asociado	
  al	
  aumento	
  de	
  expresión	
  

de	
  las	
  integrinas	
  α5	
  y	
  αV,	
  está	
  acompañado	
  de	
  una	
  disminución	
  de	
  la	
  

proliferación	
   celular	
   y	
   la	
   vasculogénesis.	
   La	
   función	
   de	
   la	
   CPE	
   en	
  

cultivo	
   de	
   pacientes	
   con	
   IAM	
   se	
   reestablece	
   a	
   los	
   niveles	
   control	
  

después	
  de	
  6	
  meses	
  de	
  evolución.	
  Por	
  ello,	
  este	
  cambio	
  funcional	
  de	
  

las	
  CPE	
  indicaría	
  una	
  adaptación	
  a	
  los	
  requerimientos	
  fisiopatológicos	
  

de	
  cada	
  momento.	
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4. Las	
   CPE	
   en	
   cultivo	
   pueden	
   incorporar	
   MPPShh+	
   e	
   incrementar	
   la	
  

expresión	
   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	
  señalización	
  

Hedgehog	
   (SMO	
   y	
   PI3K)	
   y	
   en	
   implantes	
   de	
   CPE	
   en	
   Matrigel	
   en	
   un	
  

modelo	
  de	
  ratón	
  inmunodeficiente.	
  Sin	
  embargo,	
  la	
  reorganización	
  del	
  

citoesqueleto	
  de	
  actina	
  depende	
  de	
  la	
  ROCK	
  y	
  es	
  independiente	
  de	
  la	
  

ruta	
  de	
  señalización	
  Hedgehog.	
  

	
  

5. El	
   tratamiento	
   de	
   las	
   CPE	
   con	
  MPShh+	
   aumenta	
   la	
   producción	
   de	
   NO	
  

mediante	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   expresión	
   y	
   activación	
   de	
   la	
   eNOS	
   y	
   de	
  

mecanismos	
  dependientes	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  Hedgehog	
  (SMO	
  y	
  PI3K).	
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1. 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.	
  

	
  

2. 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).	
  

	
  

3. 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	
  α5	
  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.	
  

	
  

4. EPC	
   in	
   culture	
   are	
   able	
   to	
   incorporate	
   MPShh+	
   and	
   to	
   increase	
   the	
  

expression	
   of	
   vasculogenesis	
   associated	
   genes.	
   MPShh+	
   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.	
  

	
  

5. EPC	
   treated	
   with	
   MPShh+	
   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].

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

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 Ib!erica, 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 lg/cm2;
Becton Dickinson) at a final density of 1.5 9 106 cells/cm2. Twenty-four
hours after seeding, non-adherent cells were removed and attached
cells were further cultured at 37°C and 5% of CO2. 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 lg/cm2 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 cm2 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].

1476 ª 2013 The Authors.
Journal of Cellular and Molecular Medicine published by John Wiley & Sons Ltd and Foundation for Cellular and Molecular Medicine.



	
  

	
  

	
  
	
  

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 409 objective and shown at 91200 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 vWF 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 (1009 magnification).

Functional parameters

Cell growth curve
1.5 9 104 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 ll 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

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 lg/cm2). In brief, 5 9 104 cells were seeded on
dishes with a 4 mm2 grid (Nunc, Madrid, Spain) and incubated at 37°C
and 5% of CO2. 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 9 105 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 49 objective (total magnification 409) 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 (lm).

Statistical analysis

Values shown in the text and figures are mean " 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% yield 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, MNC 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

A B

C D

Fig. 1 Endothelial progenitor cells’ (EPC)
isolation conditions. (A) Effect of anticoag-
ulant in the success of EPC cultures and
(B) the time at which it was possible to
observe the first EPC colonies. Blood
samples were collected in tubes contain-
ing three different anticoagulants: ethylen-
ediaminetetraacetic acid (EDTA), heparin
and sodium citrate. EPC initial cultures
were followed up to 40 days of culture
(**P < 0.01 versus EDTA by Chi-squared
test; n = 10). Effect of blood volume in
the success of EPC cultures: bars repre-
sent (C) the percentages of EPC cultures
obtained from mononuclear cells obtained
from different blood volumes and (D) the
time at which it was possible to observe
the first EPC colonies (*P < 0.05 versus
10 ml; n = 10).
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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, a 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).

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

A B

C D

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 lg/cm2 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).

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
(R2 = 0.48; P < 0.01; n = 15).
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markers indicating an endothelial-like phenotype. Moreover, vWF
expression was also evaluated by fluorescence microscopy and all
the cells were uniformly positive for this marker (Fig. 4C).

Therefore, our modified culture procedure successfully achieves
the isolation of EPC with endothelial cell-like phenotype.

EPC functional parameters

To further confirm the excellence of obtained cultured EPC, the func-
tional ability of EPC in cultures was evaluated in terms of cell growth
kinetics, proliferation, adhesion and vasculogenesis. EPC functional
parameters were compared with those obtained for HUVEC, the well-
accepted endothelial cell model for studies in vitro.

Endothelial progenitor cells and HUVEC growth curves are pre-
sented in Figure 5A. Cells were counted every day until cells reached

confluence. Endothelial progenitor cells showed longer lag phase
(2.4 days) compared with HUVEC (1.3 days; P < 0.05). Endothelial
progenitor cells cultures were found to have shorter exponential
growth phase. Endothelial progenitor cells plateau growth phase was
reached on the 4th day after seeding at a saturation density of
5.2 9 105 cells/cm2. By contrast, HUVEC reached plateau growth
phase on the 5th day after seeding at a saturation density of
17.7 9 105 cells/cm2 (P < 0.001; Fig. 5A).

Cell proliferation was studied both in starvation and after stimula-
tion with complete EGM-2 media, after 48 hrs of starvation (Fig. 5B).
In starved conditions, about 10% of cells were proliferating. When
cells were stimulated with complete media, the percentage of cells
actively involved in proliferation was increased four- to sixfold
(P < 0.05 versus starvation). No differences in proliferation capacity
between EPC and HUVEC cultures were found under starvation condi-
tions or under induced conditions.

A

B

C

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 leucocyte antigen 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 DiI-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 lg/ml of Ac-LDL for 1 hr, fixed
with 4% paraformaldehyde and then incubated with 10 lg/ml FITC-Ulex-lectin. Counterstaining was achieved by 1 lg/ml DAPI staining. Scale bar
represents 25 lm (original magnification 91200). (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 lm (original magnifica-
tion 9200). Images shown are representative of 10 EPC cultures.
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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
these structures was measured. Human umbilical vein endothelial
cells cultures formed larger tube-like structures (664 ! 25 lm)
when compared with those formed by EPC cultures (394 ! 92 lm;
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

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; (ii) in a
minimum volume of 30 ml; (iii) blood samples should be pro-
cessed within 2 hrs after collection; (iv) fibronectin is the best
extracellular matrix and (v) culture media should be supplemented
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

A B

C D E

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 t-test; n = 10). (C) Cell adhesion of EPC and HUVEC. 50,000 cells were seeded on 2.5 lg/cm2 fibronectin-
treated dishes with 4 mm2 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 940). 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 t-test; n = 10).
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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

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
CD34 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 EPC 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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(B) 9200 magnification. Fluorescence microscopy of DiI-Ac-LDL
uptake (C), FITC-UEA-1 binding (D), DAPI nuclei staining (E) and
merged images (F) are shown. Cells were incubated with 2 lg/ml of
Ac-LDL for 1 hr, fixed with 4% paraformaldehyde and then incubated
with 10 lg/ml FITC-Ulex-lectin. Counterstaining was achieved by
1 lg/ml DAPI staining. Scale bar represents 100 lm (original magni-
fication for fluorescence microscopy images: 9200).

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

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 9100 magnification.

Table S1 Characteristics of healthy individuals.
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Themobilization pattern and functionality of endothelial progenitor cells after an acute ischemic event remain largely
unknown. The aim of our studywas to characterize and compare the short- and long-termmobilization of endothelial
progenitor cells and circulating endothelial cells after acute myocardial infarction or atherothrombotic stroke, and to
determine the relationship between these cell counts and plasma concentrations of vascular cell adhesion molecule
(VCAM-1) and VonWillebrand factor (VWF) as surrogate markers of endothelial damage and inflammation. In addi-
tion, we assessed whether endothelial progenitor cells behave like functional endothelial cells. We included 150 pa-
tients with acute myocardial infarction or atherothrombotic stroke and 145 controls. Endothelial progenitor cells
[CD45−, CD34+, KDR+, CD133+], circulating endothelial cells [CD45−, CD146+, CD31+], VWF, and VCAM-1
levels were measured in controls (baseline only) and in patients within 24 h (baseline) and at 7, 30, and 180 days
after the event. Myocardial infarction patients had higher counts of endothelial progenitor cells and circulating endo-
thelial cells than the controls (201.0/mL vs. 57.0/mL; p b 0.01 and 181.0/mL vs. 62.0/mL; p b 0.01). Endothelial progen-
itor cells peaked at 30 days post-infarction (201.0/mL vs. 369.5/mL; p b 0.01), as did VCAM-1 (573.7 ng/mL vs.
701.8ng/mL; pb 0.01). At 180dayspost-infarction, circulating endothelial cells andVWFdecreased, compared tobase-
line. In stroke patients, the number of endothelial progenitor cells— but not circulating endothelial cells—was higher
than in controls (90.0/mL vs. 37.0/mL; p = 0.01; 105.0/mL vs. 71.0/mL; p = 0.11). At 30 days after stroke, however,
VCAM-1 peaked (628.1/mL vs. 869.1/mL; p b 0.01) but there was no significant change in endothelial progenitor
cells (90/mL vs. 78/mL; p b 0.34). At 180 days after stroke, circulating endothelial cells and VWF decreased, compared
to baseline. Cultured endothelial progenitor cells fromcontrols andmyocardial infarction patients had endothelial phe-
notype characteristics and exhibited functional differences in adhesion and Ca2+ influx, but not in proliferation and
vasculogenesis. In myocardial infarction patients, VCAM-1 levels and mobilization of endothelial progenitor cells
peaked at 30 days after the ischemic event. Although a similar VCAM-1 kinetic was observed in stroke patients, endo-
thelial progenitor cells did not increase. Endothelial progenitor cells had mature endothelial capabilities in vitro.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Acute myocardial infarction (AMI) and atherothrombotic stroke are
hallmark examples of endothelial damage complicated by superimposed
thrombosis [1,2]. After an endothelial injury, circulating endothelial
cells (CECs) are detached from the intimal monolayer [3] and
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endothelial progenitor cells (EPCs) are mobilized from the bone mar-
row into the peripheral circulation. EPCs can then differentiate intoma-
ture endothelial cells, initiating an ideal self-reparative process [4–6].

Increased CEC counts have been described in cardiovascular disease.
A higher number of CECs predict adverse events after an acute coronary
syndrome [7]. The CEC count has been shown to correlate with other
markers of vascular disease such as Von Willebrand factor (VWF) in
the acute phase after a myocardial infarction [8]. On the other hand, a
reduction in EPCs has been associatedwith the presence of cardiovascu-
lar risk factors [9,10] and with a worse prognosis after ischemic events
[11–14]. Systemic inflammation could play a role in the peripheral
mobilization of EPCs [15]. Vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1
is expressed and upregulated on endothelial cells of atherosclerotic
lesions and is a marker of inflammation in atherosclerosis [16].

Information about long-term EPC mobilization and CEC counts after
acute ischemic events is scarce because previous studies have been
limited to the acute and subacute phase. To our knowledge, no studies
have analyzed both cell subtypes after AMI or stroke. In addition, it is
unknown if the EPC and CEC counts are correlated with knownmarkers
of endothelial injury and activation at different time points. Describing
the long-term kinetics of EPC mobilization after two different ischemic
events is important to better understand the pathophysiology of endo-
thelial injury and repair.

This study had three objectives: (1) to characterize and compare the
short- and long-term mobilization pattern of EPCs and CECs following
AMI or stroke; (2) to determine the relationship between cell counts
and plasma concentrations of VCAM-1 andVWF at different time points;
and (3) to assess whether EPCs behave like functional endothelial cells
in terms of cell adhesion, growth curve, vasculogenesis, and intracellular
calcium signals triggered by endothelial activators.

2. Methods

The PROCELL study was a multicenter, prospective, population-
based, case–control study paired by sex and age. The study protocol
was approved by the Institutional Ethics Committees of the three partic-
ipating hospitals in Spain. All patients gave a written informed consent
to participate.

2.1. Study population

Between February 2009 and July 2012, we included 150 patients
with AMI or stroke and 145 controls. Controls were recruited from
a cross-sectional study nested in the REGICOR cohort study [17]. All
included patients participated in follow-up at 7, 30, and 180 days.

2.1.1. AMI patients
We enrolled 100 consecutive patients with AMI. Inclusion criteria

were age≤75 years, with a first AMI andmore than one traditional car-
diovascular risk factor. Exclusion criteria were previously documented
coronary artery disease and established statin therapy, because statins
can modify EPC and CEC kinetics. All AMI patients received treatment
according to current guidelines, including atorvastatin (40 mg per day
at admission, modified during follow-up to achieve b70 mg/dL LDL).

2.1.2. Stroke patients
The study enrolled 50 consecutive patients with acute ischemic

stroke or transient ischemic attack (TIA) of atherothrombotic origin.
Inclusion criteria were age ≤75 years and initial severity b20 on the
National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS). Exclusion criteria
were previously documented stroke, disability (modified Rankin scale
N2), or established statin therapy,which canmodify EPCandCECkinetics.

All patients with stroke/TIA were admitted to a stroke unit and a
vascular neurologist used theNIHSS to categorize three groups of stroke
severity (mild b 7, moderate = 7–14, and high b 14). All strokes
were assessed by an initial computed tomography scan performed at

admission. Control neuroimaging was performed using computed
tomography or magnetic resonance imaging. Under current guidelines,
all stroke patients received the same treatment as patients with AMI.

2.1.3. Control group
Participants in the REGICOR cohort study [18] who were free of se-

lected cardiovascular risk factors (hypertension, dyslipidemia, diabetes)
were invited to participate in this study. Controls were matched by age
and sex.

2.2. Endothelial progenitor cell and circulating endothelial cell counts

Blood samples were collected into low-molecular-weight heparin
tubes and processed twice within 4 h of extraction. Circulating EPC
andCEC countswere determined byflow cytometry (FC5000 cytometer,
Beckman–Coulter, Madrid, Spain). EPCs were defined as negative
for CD45 and positive for CD34, KDR, and CD133 [CD45−CD34+
KDR+CD133+]. CECs were defined as negative for CD45 and positive
for CD146 and CD31 [CD45−CD146+CD31+], as previously de-
scribed [19]. Counts were calculated by multiplying the ratio of EPCs
and CECs obtained in the flow cytometry analysis by the number of
leukocytes/mL in the blood sample to obtain the absolute number of
EPCs and CECs per 1 mL of whole blood.

2.3. Endothelial progenitor cell culture and characterization

Peripheral blood samples were collected from controls upon inclu-
sion and from AMI patients within 24 h of the event. Blood was recov-
ered in heparinized tubes and processed within 2 h. Unfortunately,
the hospital from which stroke patients were recruited was too far
from the lab to process the samples within this time limit; in this
group, therefore, EPCs were not isolated and cultured in vitro. Mononu-
clear cells were isolated by density gradient centrifugation. After isola-
tion, mononuclear cells were seeded on fibronectin-treated culture
dishes. After 24 h, nonadhered cells were removed and attached cells
were further cultured up to 30 days, as previously described [20].

2.4. Functional characterization of cultured endothelial progenitor cells

2.4.1. Cell adhesion
EPC adhesionwasdefined as the cells' ability to adhere to afibronectin

matrix. Two independent observers counted adhered cells in 6 random
squares. Data were expressed as percentage of adhered cells related to
total number of seeded cells.

2.4.2. Cell proliferation
Cell-cycle phases were determined by propidium iodide staining to

determine cell DNA content and flow cytometry. To determine the prolif-
erative response to the growth factors contained in EGM-2 culturemedia,
confluent EPC cultures were starved for 48 h, stimulated for 18 h, and
then proliferative cells were counted. The EPCs were recovered, fixed,
and stained with propidium iodide-RNAse solution (Immunostep,
Salamanca, Spain) for 15 min. Stained cells were analyzed with FC500
cytometer and Infinicyt software (Cytognos, Salamanca, Spain).

2.4.3. Growth curve
To determine the expansion capacity over time, EPCs were seeded

on 24-well plates (1.5 × 104 cells/well), and media was changed daily.
For 6 days, cells were harvested daily, pelleted, and re-suspended in
Trypan blue solution (Sigma Aldrich). Viable EPCs were determined by
counting cells in a modified Neubauer chamber.

2.4.4. Vasculogenesis
The ability of EPCs to form capillary-like structures was determined

by seeding 1.5 × 105 EPCs on Matrigel-pretreated plates. Total length of
capillary-like structures is expressed in micrometers.
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2.4.5. Measurement of intracellular [Ca2+]
Cytosolic Ca2+ signals were determined at room temperature (~24

°C) in cells loadedwith 4.5 μM fura-2 · AM for 30min, as previously de-
scribed [21]. Videomicroscopic measurements of [Ca2+] were obtained
using an Olympus IX70 invertedmicroscope (Hamburg, Germany)with
a 40× oil-immersion objective (Olympus). A Polychrome IVmonochro-
mator (Till Photonics, Martinsried, Germany) supplied the excitation
light (340 and 380 nm), which was directed toward the cells in the
field of view by a 505DR dichromatic mirror (Omega Optical,
Brattleboro, VT). Images were passed through a 535DF emission fil-
ter (Omega Optical) and collected by a digital charge-coupled device
camera (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City, Japan), using the
AquaCosmos software program (Hamamatsu Photonics). The 340/
380 nm ratio images were computed every 5 s. Cytosolic [Ca2+] in-
creases were presented as the ratio of emitted fluorescence (510 nm)
after excitation at 340 nm and 380 nm, relative to the ratio measured
before cell stimulation (340/380 ratio). To evaluate time-dependent
differences in EPC response to vascular endothelial growth factor
(VEGF), we measured Ca2+ signals at 0, 7, and 180 days post-AMI.
Relative changes in intracellular Ca2+ were measured in EPCs loaded
with the fluorescent Ca2+ indicator fura-2. To distinguish endoplasmic
reticulum Ca2+ release from Ca2+ influx, EPCs were exposed to VEGF
(100 ng/mL) in the absence of extracellular Ca2+ and after addition of
Ca2+ to the external medium.

2.5. Vascular cell adhesion molecule and Von Willebrand factor

Peripheral blood samples were withdrawn from controls (baseline
only) and in patients within 24 h after the ischemic event, and at 7,
30, and 180 days. VWF antigen and plasma levels of soluble VCAM-1
were measured by enzyme-linked immunoabsorbent assay (DG-EIA
VWF®, Grifols; Barcelona, Spain and Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA, respectively).

2.6. Outcome measures and endpoints

2.6.1. Primary objectives
• To obtain EPC and CEC counts in controls (baseline) and b24 h after an
AMI or a stroke and at 7, 30, and 180 days of follow-up.

• To compare EPC and CEC counts between controls and patients.

2.6.2. Secondary objectives
• To test correlation of EPC count with VCAM-1 levels, and CEC count
with VWF levels.

• To test correlation of EPC and CEC counts with severity of the ische-
mic event as assessed by magnetic resonance imaging and degree of
disability.

• To characterize cultured EPC function: cell adhesion, proliferation,
growth curve, vasculogenesis, and intracellular Ca2+ signals in re-
sponse to VEGF, in controls and AMI patients at 0, 7, and 180 days
after the event.

2.7. Statistical analysis

Mean, standard deviation, and Student t testwere computed for con-
tinuous normally distributed variables, and frequencies and chi-square
test were performed for categorical variables. CEC and EPC counts are
presented as median and interquartile range. Comparison between
groups was performed using unpaired Mann–Whitney U test.

Linearmixedmodels, which take into account the repeatedmeasures
within individuals, were performed to assess changes over time in AMI
and stroke cases. All the models were adjusted by age, taking “CEC”
and “EPC” as the response variable and study group (AMI/Stroke), time

(baseline, 7 days, 30 days, and 180 days) and group:time interaction as
factors. The variable of main interest was the group:time interaction,
which assessed whether changes in response time differed between
AMI and stroke patients. In eachmodel, the responsewas logarithmically
transformed using normality assumptions. Patients with zero values in
response were assigned randomly to values near zero, and multiple
imputation techniques were used to summarize the estimated results.
Data analyses were performed using version 3.0.1 of the R statistical
program (R Development Core Team).

3. Results

3.1. Study population

The study flowchart is depicted in Fig. 1. The demographics and
clinical characteristics of the study population are shown in Table 1. Pa-
tients with AMI were younger (53.7 vs. 64.5 years; p b 0.01) and had a
lower prevalence of hypertension (27% vs. 68%; p b 0.01), diabetes
mellitus (20% vs. 68%; p b 0.01), hypercholesterolemia (11% vs. 28%;
p b 0.01), and a higher prevalence of cigarette smoking (74% vs. 56%;
p b 0.01) than patients with stroke. Following discharge, AMI patients
were more frequently treated with aspirin (99% vs. 78%; p b 0.01),
clopidogrel (95% vs. 24%; p N 0.01), beta-blockers (85% vs. 6%; p b 0.01),
and angiotensin-converting enzyme inhibitors or angiotensin receptor
blockers (85% vs. 44%) than were patients with stroke. The prescription
of statins at discharge was similar between AMI and stroke patients
(100% vs. 98%; p = 0.94).

3.1.1. AMI patients
One hundred consecutive AMI patients were recruited. Eighty-seven

presented with ST-segment elevation myocardial infarction (STEMI),
and 13with non-STEMI. Coronary angiographywas performed in all pa-
tients. In the STEMI group, primary percutaneous coronary intervention
was the revascularization method in 66 (76%) patients and fibrinolysis
in 15 (17%). Seven (54%) patients initially treated with fibrinolysis
were subsequently treated with percutaneous coronary intervention.
Killip N1 was observed in 13 (13%) patients. In-hospital left-ventricular
ejection fraction measured by cardiac magnetic resonance imaging
was 50.6±11.8%. Infarct size, expressed as percentage of left ventricular
mass, was 17.2 ± 13.8%, with a 45% prevalence of microvascular ob-
struction (≥1 segment).

3.1.2. Stroke patients
Fifty patientswere recruited, 35 (70%)with a diagnosis of stroke and

15 (30%) with TIA. The prevalence of classical vascular risk factors is
summarized in Table 1. Neurological symptoms were classified as total
anterior circulation stroke in 4 (8%) patients, partial anterior circulation
stroke in 21 (42%), posterior circulation stroke in 10 (20%), lacunar
stroke in 14 (28%), and transient monocular blindness in one patient
(2%). Initial severity was mild in 44 (88%), moderate in 2 (4%), and
high in 4 (8%) patients. The stenosis degree in the symptomatic intra-
or extracranial arteries was 30% to 50% in 14 (34%), 51% to 70% in 10
(20%), and N70% in 21 (42%). Two patients had complete occlusion of
the symptomatic artery. Two patients (4%) were treated with intrave-
nous thrombolysis and 12 patients (24%) with delayed surgical or
endovascular revascularization therapies. Disability was present in 9
(18%) patients at discharge, but persisted in only one patient (2%) at
180 days.

3.2. EPC and CEC counts and kinetics

3.2.1. AMI patients
At baseline, EPC and CEC countswere higher than in controls. During

follow-up, both counts were also higher at 7, 30, and 180 days, com-
pared to controls (Table 2). Over time, intra-subject EPC peaked at day
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30, and decreased thereafter up to 180 days post-event; CEC counts
showed a progressive decrease in patients with AMI (Fig. 2).

3.2.2. Stroke patients
At baseline, EPC count — but not CEC count — was higher in stroke

patients than in controls (Table 3). At 180 days of follow-up, there
was no significant change in intra-subject EPC and CEC count over
time for patients with stroke (Fig. 2).

3.2.3. Comparison between AMI and stroke patients
Patients with AMI had higher EPC and CEC counts than stroke

patients at all time-points measured. The differences were statistically
significant, except for CECs at 30 days (supplementary appendix, Table 4).

3.3. Correlation of EPC and CEC count according to severity of disease

There was no relationship between the number of EPCs or CECs and
infarct size, microvascular obstruction, or troponin peak (data not
shown). Similarly, baseline EPC or CEC count was not associated with
stroke severity, OXFORD classification, or degree of stenosis. However,
there was a trend to higher EPC counts at 7 days in stroke patients
with a high degree of stenosis (N70%), compared to mild stenosis
(138.0/mL vs. 57.0; p = 0.07).

3.4. Correlations of EPCs and CECs with VCAM-1 and VWF

VCAM-1 levels and VWF plasmatic concentrations and intrasubject
kinetics are shown in Tables 2, 3, and 4 (supplementary appendix)
and Fig. 3. Correlation coefficients between VCAM-1 and EPC counts,

and between VWF and CEC counts were not statistically significant at
any time point (Table 5, supplementary appendix).

3.4.1. AMI patients
At baseline, VCAM-1 levels were similar in AMI patients and con-

trols, peaking in the patient group at 30 days of follow-up. Intra-
subject VCAM-1 and EPC changes were similar in these patients, both
reaching their highest level at 30 days of follow-up (Figs. 2A and 3A).

Plasma concentration of VWF was higher in AMI patients than in
controls at baseline, and had decreased continuously at 180 days of
patient follow-up. Intra-subject VWF concentration kinetics and that
of CECs were similar, with their highest level at baseline, decreasing
thereafter (Figs. 2C and 3C).

3.4.2. Stroke patients
VCAM-1 levels at baseline were similar between stroke patients and

controls. VCAM-1 peaked after 30 days of patient follow-up. Therewere
no similarities between intra-subject EPCs and VCAM-1 kinetics during
follow-up (Figs. 2B and 3B).

VWF was significantly higher in stroke patients at baseline than in
controls. Plasma VWF concentration decreased from baseline until
180 days of follow-up in these patients and in intra-subject analysis
(Figs. 2D and 3D).

3.5. Characterization of cultured EPCs

The first EPC colonies appeared at 13 ± 2 days after mononuclear
seeding in two groups, controls and AMI patients. In order to ensure
the successful isolation of EPC from blood samples in both groups,

Fig. 1. Study flowchart.

Table 1
Demographics and clinical characteristics of all study groups.

AMI n = 100 AMI controls n = 98 p value Stroke n = 50 Stroke controls n = 47 p value

Age (years) 53.7 (10.2) 54.7 (9.6) 0.48 64.5 (9.4) 64.4 (9.3) 0.94
Males 85 (85.0%) 83 (84.7%) 0.95 42 (84.0%) 42 (84.0%) 1.00
Hypertension 27 (27.0%) 0 – 34 (68.0%) 0 –

Hypercholesterolemia 20 (20.0%) 0 – 21 (42.9%) 0 –

Diabetes mellitus 11 (11.0%) 0 – 14 (28.0%) 0 –

Current cigarette smoker 74 (74.0%) 0 – 28 (56.0%) 0 –

Total cholesterol (mmol/L) 5.10 (1.03) 5.11 (0.63) 0.96 5.15 (1.32) 5.07 (0.75) 0.71
LDL cholesterol (mmol/L) 3.33 (0.85) 3.28 (0.53) 0.69 3.33 (1.01) 3.3 (0.67) 0.61
Triglycerides (mmol/L) 1.89 (1.52) 0.95 (0.39) b0.01 1.82 (0.99) 0.89 (0.38) b0.01

AMI: acute myocardial infarction; LDL: low density lipoprotein.
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leukocyte antigen CD45, endothelial antigen KDR, and progenitor anti-
gen CD34 expression were tested by flow cytometry (Fig. 4A) and
VWF expression by immunofluorescence (Fig. 4B). All cultures were
positive for the expression of VWF and KDR, and negative for CD45 an-
tigen expression. CD34was expressed in 45% of cultured cells. No differ-
ences in antigenic expression on EPC between controls andAMI patients
were found (data not shown).

Further functional characterization was carried out in EPCs obtained
from controls and AMI patients. The regeneration of damaged endothe-
lial monolayer relies on the ability of EPCs to adhere, proliferate, and
form tubular structures in vitro (vasculogenesis). Cultured EPCs were
able to adhere to afibronectinmatrix in both groups, and thepercentage

of attached EPCs was higher in AMI patients at baseline than in the
healthy controls (32.35% vs. 23.12%, respectively; p b 0.01; Fig. 5A). No
significant differences were observed in proliferative, growth, and
vasculogenic capacities between EPCs isolated from controls and from
AMI patients (Fig. 5B–D).

We also tested whether EPCs from healthy controls (Fig. 6A) and
AMI patients (Fig. 6B–D) elicited intracellular Ca2+ increases in re-
sponse to VEGF. In the absence of extracellular Ca2+, VEGF elicited
Ca2+ release from the endoplasmic reticulum (first peak), followed
by Ca2+ influx (second peak) upon readdition of Ca2+ to the external
medium. VEGF-mediated Ca2+ entry was increased in the EPCs obtain-
ed from AMI patients, peaking at day 0 (Fig. 6B). The SOCE response at

Table 2
EPC counts, CEC counts, VCAM-1 and VWF plasmatic levels in AMI patients and controls.

Controls AMI patients

Baseline Baseline 7 days 30 days 180 days

EPC/mL 57.0 [17.0:100.8] 201.0 [66.3:420.0]⁎ 178.3 [86.0:349.6]⁎ 369.5 [157.1:723.3]⁎ 207.8 [103.0.452.5]⁎

CEC/mL 62.0 [19.0:118.0] 181.0 [109.0:360.9]⁎ 198.1 [102.1:315.1]⁎ 192.5 [63.8:407.9]⁎ 118.0 [50.0:323.4]⁎

VCAM-1 532.1 [366.8:747.7] 573.7 [394.0:881.5] 569.6 [475.2:920.9] 701.8 [515.7:936.3]† 584.4 [375.8:811.2]
VWF 85.6 [70.9:108.8] 145.4 [102.5:180.4]† 137.5 [109.7:155.7]⁎ 113.4 [82.7:139.5]⁎ 106.9 [93.0:130.1]⁎

AMI: acute myocardial infarction; EPC: endothelial progenitor cells; CEC: circulating endothelial cells; VCAM: vascular cell adhesion molecule; VWF: Von Willebrand factor.
⁎ p value b 0.01 between controls and AMI patients.
† p value b 0.05 between controls and AMI patients.

Fig. 2. Linear mixed model showing intra-subject changes in EPCs and CECs over time. EPC count in AMI patients (Panel-A), and stroke patients (Panel-B). CECs count in AMI patients
(Panel-C), and stroke patients (Panel-D).
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7 days (Fig. 6C) and 180 days (Fig. 6D) did not differ between the
healthy controls and AMI patients.

4. Discussion

Major findings of our study can be summarized as follows: (1) EPC
and CEC counts in AMI and stroke patients were higher at baseline
and after 7, 30, and 180 days, compared to healthy controls (baseline).
(2) In patients with AMI, there was a peak in EPC and VCAM-1 levels
at 30 days after the ischemic event. CEC counts decreased progressively
from baseline to six-month follow-up. (3) In stroke patients, a peak in
VCAM-1 at 30 days after the ischemic event was not accompanied by
any change in EPC count from baseline to 30-day follow-up.

(4) Functionality of cultured EPCs from AMI patients was enhanced,
compared to healthy controls.

4.1. EPC and CEC mobilization after AMI or stroke

EPC mobilization after AMI was first described by Shintani [22], but
follow-up was limited to only 7 days. To our knowledge, the present
study is the first to describe the kinetics of EPCs and CECs for up to 6
months after AMI or stroke. We observed an increased number of
EPCs and CECs immediately after the ischemic event, compared to
healthy controls, and 6 months after the event the number of EPCs
and CECs remained higher in the patient population. Although the
number of EPCs is inversely correlated with cardiovascular risk factors

Table 3
EPC counts, CEC counts, VCAM-1 and VWF plasmatic levels in stroke patients and controls.

Controls Stroke patients

Baseline Baseline 7-day follow-up 30-day follow-up 180-day follow-up

EPC/mL 37.0 [9.0:84.0] 90 [38.0:171.0]⁎ 78.0 [33.0:165.0] 78.0 [27.0:228.0] 89.0 [38.0:164.0]†

CEC/mL 71.0 [32.0:146.0] 105.0 [39.5:193.5] 147.0 [55.0:198.0]⁎ 140.0 [30.0:261.0] 71.0 [41.5:113.0]
VCAM-1 721.3 [510.1:878.8] 628.1 [528.2:953.7] 719.7 [565.0:1045.4] 869.7 [630.2:1093.6]⁎ 800.4 [584.8:1054.1]
VWF 92.1 [69.1:110.3] 149.7 [114.0:165.6]† 135.3 [109.0:169.8]† 129.6 [104.0:149.3]† 119.7 [111.0:151.9]†

EPC: endothelial progenitor cells; CEC: circulating endothelial cells; VCAM: vascular cell adhesion molecule; VWF: Von Willebrand factor.
⁎ p value b 0.05 between controls and stroke patients.
† p value b 0.01 between controls and stroke patients.

Fig. 3. Linear mixed model showing intra-subject changes in VCAM-1 and VWF over time. VCAM-1 in AMI patients (Panel-A), and VCAM-1 in stroke patients (Panel B). VWF in AMI
patients (Panel-C), and VWF in stroke patients (Panel-D).
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Fig. 4. Isolated EPC characterization from controls and AMI patients. EPCphenotypewas assessed byflowcytometry and immunofluorescence. A) CD45, CD34, andKDR expression by flow
cytometry. In gray, isotype controls; in black, stained cells. B) i. VWF expression, ii. immunofluorescent nuclei staining (DAPI), and iii. merged images. Total magnification 200×; scale bar
represents 100 μm. Data are representative of 5 different cultures from each group.

Fig. 5. Functional characterization of cultured endothelial progenitor cells. A) Adhesion of EPCs to a fibronectin matrix after 30 min of incubation was expressed as a percentage of total
seeded cells. B) EPCs were starved for 48 h and then stimulated with complete EGM-2 media for 18 h.Wemeasured the number of proliferative EPCs induced by growth factors present
in the culture media. Results represent the ratio of proliferative cells to stimulated and starved EPC cultures. C) EPC growth capacity was measured for 6 days until cultures reached
confluence. Growth kinetics of EPCs was expressed as total number of cells. D) Vasculogenesis was expressed as EPC ability to form capillary-like structures on Matrigel matrix. Results
represent total capillary-like structures' length per power field. **p b 0.01 by Student t test.
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and predicts the occurrence of cardiovascular events and death in stable
patients [12], an increase in EPCs after an acute ischemic event that
persists for 6 months of follow-up may be explained by persistent
inflammatory stimuli [23]. In contrast with our findings, Massa et al.
[24] reported that 60 days after a myocardial infarction there were no
significant differences in EPC count between patients and healthy con-
trols. This discrepancy may be explained by the smaller sample size in
their earlier study.

EPC mobilization differed between AMI and stroke patients. In pa-
tients with AMI, the number of EPCs increased after 7 days and peaked
at 30 days after an ischemic event in our study, and not immediately af-
terwards or at 7 days, as reported previously [25]. However, comparison
between studies is not possible because of differences in methodology,
including patient selection criteria and EPC definition. Unlike the in-
crease in the number of EPCs observed in AMI patients, in patients
with stroke there was no increase at 7 or 30 days of follow-up. After is-
chemic stroke, EPC count is heterogeneous across the literature, again
due to differences in methodologies [13,25]. All the previous studies
have included all stroke subtypes, with a higher proportion of cardio-
embolic and cryptogenic strokes that might contribute to the heteroge-
neity of the results. Our study included only atherothrombotic strokes,
because this stroke subtype is the most closely related to ischemic
heart disease and endothelial dysfunction. Differences in the number
of EPCs between AMI and stroke patients at baseline and after 7 days
and 30 days of follow-up could be attributed to bone marrow senes-
cence related to higher atherosclerotic burden and comorbidities in
the patients with stroke enrolled in our study. At discharge, 99% of
AMI patients and 98% of stroke patients received statins. High-dose

statin treatment has been reported tomobilize EPCs into the circulation
[26]. Statin treatment could contribute to the mobilization of EPCs ob-
served in our study; however, the difference in the kinetics of EPC
counts between groups does not seem related to statin therapy, as
both groups received treatment in similar proportions.

Patients with AMI were treated more frequently with beta-blockers
than were patients with stroke. Catecholamine signaling is beneficial in
mobilizing EPCs after the acute ischemic event; however, without phar-
macological intervention, there is an adrenergic desensitization. Beta-
blockers resensitize the heart and enhance the release of EPCs [27]. In
contrast with the difference in EPC mobilization between stroke and
AMI patients, CECs decreased from baseline until 6 months of follow-
up in both groups of patients. Beyond 6 months, the number of CECs
in patients remained higher than baseline CECs in controls, due to
chronic endothelial dysfunction and damage.

It is well known that the endothelium has site-specific characteris-
tics, with unique structural and functional properties in each vascular
bed [28]. As a result of the phenotypic heterogeneity of the endotheli-
um, direct comparison of EPC and CEC counts between AMI or stroke
patients may be difficult to interpret.

4.2. Relationship of EPCs and CECs with VCAM-1 and VWF

Interestingly, the progressive increase in EPCswith a peak at 30 days
resembled VCAM-1 kinetics in AMI but not in stroke. VCAM-1 expres-
sion is induced by several stimuli in arterial endothelial cells and is a
critical feature of vascular inflammation [29,30]. VCAM-1 values can
predict an increased risk of new vascular events in acute cardiovascular

Fig. 6.VEGF- stimulated Ca2+ signals in EPC.Mean intracellular Ca2+ signalsmeasured in response to VEGF (100 ng/mL) in EPCs obtained from healthy volunteers (A, n= 74 from 3 sub-
jects) and from AMI patients at day 0 (B, n = 219 from 3 subjects) day 7 (C, n=280 from 3 subjects), and day 180 (D, n=216 from 3 subjects). EPCs were stimulated first in Ca2+-free
solutions (white box, reflecting intracellular Ca2+ release), followed by addition of 1.2 mM Ca2+ to the bath (black box) to detect Ca2+ influx.
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disease, and at the same time reflect endothelial cell activation with a
specific role in atherosclerotic plaque development due to monocyte
and T-lymphocyte recruitment. In human coronary arteries, increased
expression of VCAM-1 is observed in areas of plaque neovascularization
[31]. Furthermore, VCAM-1 is upregulated at the earliest stages after
an ischemic event with little constitutive expression. The parallelism
between VCAM-1 behavior and EPC count in patients with AMI could
reflect endothelial recruitment. However, in patients with stroke, the
absence of an increase in the number of EPCs despite VCAM-1 changes
might be related to an impaired mobilization of EPCs secondary to
bone marrow senescence in patients with high atherosclerotic burden,
older age, and increased comorbidities. The difference between AMI
and stroke patients in the VCAM-1 and EPC relationship might be sec-
ondary to the severity of the ischemic injury. The observed decrease
in CECs followed a pattern similar to that of VWF, a biomarker of endo-
thelial damage or dysfunction caused by inflammatory and vascular dis-
eases that has been correlated with cardiovascular outcomes [32]. VWF
plasmatic concentration was higher in AMI and stroke patients at base-
line and after follow-up, compared with controls (baseline), as a conse-
quence of not only the ischemic event but also the chronic endothelial
dysfunction.

4.3. EPC differentiation from mature endothelial cells

In controls and AMI patients, EPCs exhibited not only morphological
and immunological endothelial characteristics but also endothelial be-
havior, as they were able to adhere to a fibronectin matrix, proliferate
upon stimulation, grow and form capillary-like structures in vitro, and
respond to VEGF with typical intracellular Ca2+ signals. The second
peak observed in Intracellular Ca2+ as a response to VEFG upon re-
addition of Ca to the external medium reflects the store-operated
Ca2+ entry (SOCE) that is triggered following the depletion of intracel-
lular Ca2+ stores (mainly the ER), and has been related to the expansion
of EPCs in vitro [33] and to tube formation [34] The increased adhesion
in samples from AMI patients is the first step for EPCs to induce re-
endothelization after an ischemic event [35]. Interestingly, store-
operated Ca2+ entry generated by VEGF was greater in EPCs obtained
from AMI patients at day 0 than at 7 and 180 days. Most likely, this
difference reflects the increased expression of the VEGF receptor
under post-ischemic conditions [36].

4.4. Limitations

In order to properly culture EPCs, blood samples from patients
should be processed within 2 h. Stroke patients were recruited in a hos-
pital more than 450 km from the lab processing the samples to be cul-
tured in vitro. Therefore, only blood samples from AMI patients and
healthy controls could be used for cultures and functional characteriza-
tion. Soluble VCAM-1 was chosen from among several markers of in-
flammation and endothelial activation; future studies could be useful
to evaluate the correlation between cell numbers and various markers
of endothelial damage. In addition, future experiments that correlate
serial in vitro analysis with cell function could add useful information
to better understand the pathophysiology of EPCs after an acute cardio-
vascular event.

5. Conclusions

Our study contributes to understanding the pathophysiology of en-
dothelial repair in different vascular beds. InAMI patients, EPCmobiliza-
tion and VCAM-1 levels peaked at 30 days after the ischemic event; an
equivalent increase in EPCswas not observed in stroke patients, despite
similar VCAM-1 kinetics. The different patterns of EPC release could be
due to a decreased mobilization from the bone marrow secondary to a
higher cardiovascular burden in stroke patients. Cultured EPCs had a
mature endothelial capability and may contribute to atherosclerotic

lesion repair. CEC and EPC quantification is a complex procedure. Further
research is needed to determine whether the increase in EPC counts
could predict adverse events during follow-up. In patients with AMI, fu-
ture studies could evaluate the prognostic value of serum biomarkers
such as VCAM-1.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.yjmcc.2015.01.005.
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