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RESUMEN

Introduccion

Las células endoteliales pueden proveer
informacion valiosa con respecto a muchos
procesos patoldgicos como la aterosclerosis,
inflamacion, neoplasia y angiogénesis. Este
trabajo describe la primera experiencia
boliviana en el aislamiento y cultivo de
células endoteliales humanas derivadas de
la vena umbilical (HUVEC).

Métodos

Un segmento largo de cordén umbilical se
utilizoé para el aislamiento y fue tratado por
digestion con colagenasa. Las células
endoteliales fueron desprendidas de la
intima y posteriormente cultivadas en medio
de cultivo M199 y suero fetal bovino.
Técnicas morfoldgicas, inmunohistoquimicas
y de citometria de flujo fueron utilizadas
para identificar estas células.
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ABSTRACT

Introduction

Endothelial cell study yields valuable
information concerning many pathologic
processes such as atherosclerosis,
inflammation, neoplasia and angiogenesis.
This paper describes the first Bolivian
experience in isolation and culture of human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC).

Methods

A long segment of the umbilical cord was
processed by collagenase digestion.
Endothelial cells were detached from intima
and further cultured using M199 culture
media. Morphologic, immunochemistry and
flow cytometry approaches were used to
identify these cells.

Resultados

Se examinaron las células endoteliales
obtenidas por analisis morfoldgico e
inmunohistoquimico. El marcaje con CD34
fue positivo para mas del 90% de las células
obtenidas por digestion con colagenasa
analizado por citometria de flujo.

Conclusion

Se logré aislar y cultivar HUVEC de manera
exitosa. Una gran variedad de experimentos
y aplicaciones en ciencias biomédicas
pueden ser potencialmente factibles.

Palabras clave
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de flujo.

Results

Morphologic and immunochemistry analysis
of the pool of obtained cells were positive
for HUVEC. CD34 staining was positive in
more than 90% of the cells obtained by
collagenase digestion as assessed by flow
cytometry.

Conclusion

HUVEC were successfully isolated for the
first time in Bolivia. A great deal of further
experiments and applications in biomedical
sciences is possible .
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INTRODUCCION

Dentro de los ultimos afos, avances en biologia
celular y molecular han determinado que las células
endoteliales son metabdlicamente muy activas y
estan involucrados en una serie de procesos
patoldgicos. Estas células han sido consideradas
como el 6rgano mas importante y extenso de todo
el cuerpo humano. Todo el endotelio en un ser
humano pesa aproximadamente 1 kg y cubre una
superficie de 4000 - 7000 m2; si se juntase cada
célula en una sola hilera, se podria envolver toda
la circunferencia de la tierra 4 veces (). Muchas
patologias tienen denominadores comunes que
hacen de estas células excepcionales blancos para
el diagnostico y fines terapéuticos (234, Las
alteraciones en su funcion han sido caracterizadas
y se ha acufiado el término de disfuncién endotelial
para nombrar a estas alteraciones (.45,

La proliferacion e inhibicidon del crecimiento de las
células endoteliales han sido implicadas en muchas
enfermedades como la preeclampsia, aterosclerosis,
cancer, retinopatia del prematuro, neoplasias,
enfermedades hematoldgicas, infecciones, sepsis,
asma, hipertensién pulmonar, enfermedad ulcerosa
péptica, insuficiencia renal, diabetes, accidente
vasculoencefalico, rechazo de transplantes como
algunos ejemplos (1.341213) En estas enfermedades
estan involucrados procesos de angiogénesis,
inflamacion y neoplasia como comunes
denominadores ™,

El estudio de las células endoteliales se ha facilitado
de gran manera con el aislamiento de células a
partir de la capa intima de la vena umbilical. De
esta manera han recibido el nombre de HUVEC del
anglosajon "human umbilical vein endothelial cells"
o células endoteliales humanas de cordon umbilical.
Se ha propuesto el cultivo de estas células como
un modelo para estudiar la fisiologia y fisiopatologia
de nuestra patologia regional (3600 m.s.n.m.). Por
otra parte, se ha reconocido a la vena umbilical
como sitio ideal de extraccion de estas células,
debido a que esta vena no tiene colaterales, tiene
una gran superficie relativa, es facilmente accesible
y se puede obtener tejido vivo rapidamente (6,

El aislamiento de células endoteliales en la historia
de la medicina fue en sus inicios dificultoso, debido
a que las técnicas de extraccion iniciales utilizaban
a la tripsina como enzima para despegar las células
de su lecho, danando las células e inhibiendo su
crecimiento. Se han hecho avances significativos
en su extraccion con la introduccién de la colagenasa
para mejorar el conteo de células endoteliales
viables.
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Durante los ultimos 20 afios se han estandarizado
las técnicas de extraccion y cultivo, haciendo de
este método uno de los mas fiables para la obtencion
de células endoteliales. Ademas se avanzd en la
obtencién de medios de cultivo y de enriquecimiento,
minimizando el riesgo de contaminacién de estos
(@), Por otra parte, avances en cuanto a métodos
de reconocimiento inmunofenotipico y en el campo
de la microscopia de contraste de fase y electrénica
han hecho posible la identificacion de las
caracteristicas de las células endoteliales ©®).

En el presente reporte se consideran los métodos
y resultados experimentales que concluyeron en
el aislamiento de células endoteliales (HUVEC) por
primera vez en Bolivia.

METODOS

Los métodos utilizados fueron recopilados a partir
de trabajos previamente publicados, con técnicas
basicas (2:6-11)

1. Aislamiento de células endoteliales
Materiales utilizados:

e M199 (Medio de cultivo M199 Sigma, St. Louis, USA)

Se utilizé el medio de cultivo M199 (con glutamina
al 2 mmol/L) suplementado con suero fetal bovino
(al 10% en caso de mantenimiento de colonias o
la 20-30% en caso de crecimiento de colonias),
100 U/mL de penicilina y 50 pg/mL de gentamicina.

e PBS estéril
e Tripsina 0,25%+ EDTA 0,05%
e Colagenasa

Preparacién - Colagenasa: Se disolvié colagenasa
A en una concentracion de 22 U/100 mL en buffer
de Hanks-Wallace (Na CI: 136,89 mM; KCI: 5,36
mM; KH,PO,: 0,44 mM; MgSO,.7H,0: 0,81 mM;
Na,HPO,.12 H,0: 0,41 mM; CaCl,.2H,0: 1,7 mM;
NaHCO,:11,6 mM; Glucosa: 5,55 mM). Se disolvi6
esta solucion por 10 min (oscuridad) en agitacion
a t° ambiente). Primero filtramos en 0.45 pm vy
posteriormente en 0,22 ym. Se alicuotd y almaceno
a -20°cC.

Buffer de transporte 10X (BT): Na CI ( 1,4M),
Na2HPO4 (5,2mM), KH2PO4 ( 1,5mM ), Glucosa
(110 mM), Agua destilada. Se ajust6 el pH a 6,5
antes de filtrar en 0,22 uym. El buffer de transporte
(10X) fue alicuotado en frascos de 50 mL y
almacenado a -20°C. Antes de usar el BT diluimos
10X mas 6x10 U/mL estreptomicina y 10 U/mL
penicilina G soédica en agua destilada.
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Se distribuyd 80 mL de BT (1X) en frascos estériles
de 200 mL y almacenar a 4°C antes de usar
(maximo 1 semana).

El corddn (de por lo menos 20 cm.), fue separado
de la placenta proveniente de una embarazada con
controles prenatales normales y con un parto normal
en condiciones asépticas y llevado al laboratorio
en un frasco que contenia medio de transporte. La
muestra fue procesada en un tiempo no mayor a
3 horas después de su obtencion. Todas las
manipulaciones se realizaron en condiciones de
esterilidad bajo campana de flujo laminar.

Seguidamente fueron cortadas todas las areas
clampeadas del corddn. Después se identifico la
vena umbilical la cual fue canalizada y obturada
en un extremo.

La vena fue perfundida con medio M199, con una
jeringa de 20 mL para lavar los restos de sangre.
Todo el medio fue evacuado, después se obturd el
otro extremo del corddn, y el aire contenido en la
vena se succiond con otra jeringa de 20 mL.
Posteriormente la vena fue llenada con colagenasa
(10-12 mL). El corddn con las jeringas mantenidas
en cada extremo fue transferido a un frasco que
contenia buffer de transporte y luego fue incubado
en bafio Maria a 37 °C durante 20 minutos.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se retird
el corddn del frasco y se realizé un masaje suave
con la yema de los dedos para facilitar el
desprendimiento de las células endoteliales del
lecho vascular tratado con colagenasa.
Seguidamente se perfundid la vena por un extremo
con 20mL de M199 suplementado con 20% SFB y
se recolecto el efluente por un extremo en 5 tubos
Falcon (BD Laboratories, Los Angeles, USA) que
previamente contenian 2 mL de M199+SFB 20%.

Posteriormente se obtuvieron las células HUVEC
por centrifugacion por 5 min. a 1500 rpm. El
sobrenadante fue descartado y las HUVEC fueron
resuspendidas en 5 mL de medio de cultivo fresco
M199+ SFB 20%.

2. Cultivo primario

Se deben proveer condiciones estandares de cultivo
a 37 °C con 5% de CO, y 95% de aire ambiente.
Se dispuso de una alicuota primaria minima de
3x105 células para el cultivo. La técnica de obtencién
descrita previamente da una aliquota mayor a
1x106 células. La suspension de HUVEC fue incubada
en frascos Roux de 25 cm? (tratadas previamente
con SFB al 1 % diluido en M199)

1. Se suspendid una solucion de 1-2 x 106 células
en 4 mL de medio con buffer (considerar utilizar
buffer) en un frasco de cultivo (caja Roux) de
25 cmz2.

2. Se aspird el sobrenadante después de 12 Hrs

de cultivo con las condiciones descritas.

3. El medio de cultivo fue reemplazado a las 24
Hrs., luego cada 2 dias hasta llegar a la
confluencia.

Después de 6-10 dias se observan colonias de
células endoteliales que crecieron en una sola capa.

Se desprendieron las células de la monocapa celular
de la caja de cultivo Roux utilizando una solucién
de tripsina al 0.25% y EDTA al 0.05% por 2-3
minutos, tiempo suficiente para desprender 60-
80% de las células. Las células obtenidas pueden
ser centrifugadas en una solucién de medio M199-
suero fetal bovino al 30% (10 voliumenes) y
nuevamente fueron resuspendidas en M199-suero
fetal bovino al 10% para subcultivos.

3. Pruebas de identificacion (citologia,
inmunohistoquimica y citometria de flujo)

Se realizo la identificacion morfoldgica de las HUVEC
mediante tincion May Grundwald -Giemsa, segun
la técnica establecida y extensamente difundida.

Para la identificacion de las HUVEC por
Inmunohistoquimica, se utilizd la técnica de
APAAP (Anti- fosfatasa alcalina Anti- fosfatasa).

Se marcaron las células con CD34 este anticuerpo
monoclonal esta presente en las células precursoras
hematopoyéticas, células endoteliales y en algunas
leucemias inmaduras. Luego se afiade un segundo
anticuerpo (Polyclonal Rabbit anti- mouse
immunoglobulins DakoCytomation, Glostrup,
Denmark). Después se colocdé APAAP (mouse
monoclonal DakoCytomation, Glostrup, Denmark)
inmunoglobulinas de ratédn unidas a fosfatasa
alcalina. Seguidamente se afiadié un sustrato
especifico para la fosfatasa alcalina formando un
precipitado de color rojo identificando el antigeno.
Para la coloracion se utilizd Fast Red Violet (SIGMA,
St Louis, USA) y para la contracoloraciéon
Hematoxilina de Gill (Aldrich Chemical Company,
Milwaukee, USA). Las células positivas se observan
rodeadas de un color rojo brillante, la reaccién se
considera positiva para un antigeno determinado
cuando mas del 30% da una reaccidén positiva.

La inmunotipificacion fue realizada por citometria
de Flujo (Becton Dickinson). Este método permite
identificar el nUmero de células positivas para el
anticuerpo seleccionado. Después de obtenidas
las células éstas fueron marcadas con 10 ul de
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CD34 durante 30 minutos a 4°C, seguidamente
se realizé un lavado con 3 mL de PBS. Se centrifugo
a 1500 rpm durante 5 minutos y se desechd el
sobrenadante. Luego se marcd con 5 pl de mouse
immunoglobulins/FITC Goat F(ab)2
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark) durante 30
minutos a 4°C, seguidamente se realizé un lavado
con 3 mL de PBS. Se centrifugd a 1500 rpm durante
5 minutos y se desechd el sobrenadante, las células
fueron resuspendidas en 0,5 mL de PBS.
Posteriormente las células fueron analizadas segun
protocolo de citometria de flujo de Becton Dickinson.
Los resultados obtenidos fueron evaluados con el
paquete PAINT A GATE.

RESULTADOS

Los criterios de identificacion morfoldgica fueron
positivos para células endoteliales. Su tamafio
varia entre 20-50 um Figura N° 1. Por lo general
carecen de granulos visibles y son pleomorficos.
En su condicion de integrantes de la intima del
vaso sanguineo son planas y su unién a otras
células endoteliales por medio de uniones estrechas
garantiza la impermeabilidad del vaso en condiciones
fisioldgicas. Entre otras caracteristicas, las HUVEC
tienen un nacleo pequefo, ligera basofilia
citoplasmatica. En cultivo, su forma varia ain mas,
pudiendo presentar largos procesos citoplasmaticos
tal como lo muestra la Figura N© 1.

Figura 1: Morfologia de células HUVEC en
medio liquido M 199

Se utilizé CD34 como marcador de las HUVEC
obtenidas para inmunohistoquimica. Se ha logrado
tefiir intensamente a estas células Figura N° 2,
Tal como se argumenta en la discusion, las células
endoteliales son positivas para este anticuerpo.

Por citometria de flujo, las células endoteliales

fueron también positivas para CD34 en mas del
90% del conjunto de células obtenidas Figura N°3.

4 N
Figura N° 2: Células HUVEC marcadas con CD34
por Inmunocitoquimica, con la técnica de APAAP

(Anti- fosfatasa alcalina Anti- fosfatasa).

<
Figura N° 3: Células HUVEC marcadas con CD34
por citometria de flujo, las células endoteliales
son positivas para CD34 en mas del 90% del
conjunto de células obtenidas.
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DISCUSION

El aislamiento de células endoteliales es un
precioso método de biologia celular para la
comprensiéon de una serie de procesos patoldgicos
en la que estas células juegan un papel importante.
Desde la década del 70 se ha perfeccionado la
técnica, comprendiendo la biologia y purificacién
como los medios de cultivo ideales para estas
células @, Definitivamente el estudio de estas
células en nuestro medio se constituye en un
modelo experimental in vitro efectivo y muy



preciso para la comprensién de la fisiopatologia de
las enfermedades prevalentes en Bolivia y en
especial en ciudades de altura como La Paz.

Los primeros reportes sobre el aislamiento de
HUVEC tuvieron muchas desventajas como la gran
mortalidad de estas células por los procedimientos
de aislamiento por desprendimiento mecanico. El
uso de colagenasa en este procedimiento
selectivamente degrada la matriz extracelular a la
que las HUVEC se hallan unidas, con lo cual se
reduce el dafio a las HUVEC al minimo y se permite
la supervivencia de un gran porcentaje de ellas.
Los primeros investigadores tuvieron que enfrentar
numerosos errores en el cultivo, como por ejemplo
contaminacion de los medios con Mycoplasma sp.
y las exigencias nutricionales altas (26). Estos
inconvenientes han sido resueltos por la elaboracion
de medio M-199 y métodos de purificacién vy
esterilizacién cada vez mas precisos.

Cuando se establecieron métodos de cultivo
satisfactorios para los HUVEC, dificultades técnicas
surgieron para llegar a la confluencia en el tiempo
establecido y la falta de proliferacion celular. La
suplementacion con suero bovino fetal a altas dosis
(20%) ha permitido el crecimiento de estas células.
Algunos protocolos han utilizado suero fetal humano,
con mejores resultados; sin embargo la dificultad
de estandarizacion de este procedimiento ha limitado
Su uso en otros protocolos. Para estas contingencias
algunos protocolos de cultivo de HUVEC modernos
abogan por el uso de suplementos de crecimiento
de células endoteliales o también el factor de
crecimiento endotelial (EGF) (¢-11), Sin embargo,
en el presente protocolo no se hace el uso de estos
suplementos de crecimiento.

Nuestros cultivos no han llegado a la confluencia
completa. No se han utilizado factores de
crecimiento que se han discutido previamente, sin
embargo aproximadamente sdlo el 20% del espacio
disponible en las cajas Roux no fue ocupado por
las células. Es posible que nuestros cultivos no
hayan sido completamente de células endoteliales,
porque segun criterios morfoldgicos no todas las
células tenian la forma caracteristica. En este
sentido el tiempo de aplicacidon de la colagenasa
en el cordén umbilical es muy importante, ya que
a mayor tiempo mayor riesgo de contaminar la
muestra con fibroblastos y aun perforar la vena
umbilical de manera enzimatica. Hemos utilizado
en este protocolo una concentraciéon de 1 mg/mL
(durante 20 minutos), siendo esta la concentracién
mas baja a ser utilizada. Otros protocolos utilizan
concentraciones entre 1-2 mg/mL con menor tiempo
de exposicién (aproximadamente 7 minutos) ®,
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Las células endoteliales pueden ser identificadas
basédndose en criterios morfoldgicos precisos en
microscopia electronica (artefacto que carecemos),
como los cuerpos de Weibel-Palade, a manera de
organelos intracitoplasmaticos con gran cantidad
de CD62e en su membrana ). Sin embargo,
existen criterios inmunoldgicos como la presencia
de CD de superficie, muy especificos. Entre estos
estan el CD62e, ICAM, VECAM, y otros ®, aplicados
por métodos de inmunocitoquimica o citometria de
flujo como en nuestro caso. Lo que llamod la
atencién es la gran variabilidad en tamafio y
granularidad cuando las células fueron desprendidas
de la caja Roux. Las diferencias que se han
encontrado fueron probablemente debidas a las
diferentes formas que estas células adoptan cuando
estan sueltas y en solucion.

La posible contaminacion con fibroblastos en
nuestros experimentos no ha sido completamente
descartada, debido a que la técnica planifica
subcultivos para eliminar esta posibilidad; sin
embargo el analisis por citometria de flujo asegura
que mas de un 90% de células aisladas de manera
primaria son positivas para CD34. En el futuro se
realizara dichos subcultivos para optimizar la
cantidad y una pureza de los HUVEC obtenidos
cercana al 99% por este método.

Dentro de las aplicaciones potenciales del estudio
de células endoteliales en cultivo, se han incluido
procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos de
angiogénesis, arteriogénesis, aterogénesis,
inflamacion y muchos otros procesos que requieren
de complejidad de experimentacion cada vez mayor.

CONCLUSION

Esta se constituye en la primera experiencia en el
aislamiento y cultivo de células endoteliales humanas
derivadas de vena umbilical. Durante los ultimos
50 afios, su estudio ha estado ligado a procesos
patoldgicos de angiogénesis, inflamacion, neoplasia,
aterogénesis y otros procesos comunes en muchas
enfermedades.

Se ha sugerido que algunas enfermedades se
caracteriza predominantemente por disfuncion
endotelial, como por ejemplo la preeclampsia, la
retinopatia del prematuro, etc. En este sentido la
informacion obtenida por el manipuleo y observaciéon
de las HUVEC en pruebas in vitro, ha provisto a
las ciencias biomédicas con muchas herramientas
para la mejor comprension de la patogénesis,
tratamiento y prevencion de estas patologias.

En Bolivia, esta experiencia es la primera en su
género y potencialmente aplicable a las patologias
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regionales prevalentes e importancia fisiopatologia en la lucha contra las enfermedades
socioecondémica. La estandarizacion y extension en nuestro medio.
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