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ABREVIATURAS

ATCC American Type Culture Collection

AMPC Adenosin monofosfato ciclico

CD31 Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1)

CD44 Antigeno de superficie asociada a interacciones entre células

CDG62E Selectina E

COX Cicloxigenasa

ELAM-1 Molécula de adhesion de ligando a endotelio

eNOS Oxido nitrico sintasa endotelial

FVW Factor de Von Willebrand

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos

HUVEC’s C¢élulas endoteliales de cordén umbilical humano

ICAM-1 Molécula de adhesion intercelular

IgG Inmunoglobulina

IL Interleucina

INOS Oxido nitrico sintasa inducible
IFN-y Interferébn gamma



I3P Inositol 3- fosfato

LDH Enzima lactato deshidrogenasa
LPS Lipopolisacarido
LFA-1 Antigeno asociado a la funcién de linfocitos

MAC1 Macrophage 1 antigen

MAPK Mitogen-activated protein kinases

MHC’s Moléculas de histocompatibilidad

NK Natural killers

NFkB Factor de transcripcion nuclear Kapa de células B
ON Oxido nitrico

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium

PAI-1 Inhibidor del activador del plasminégeno-1

PAF Factor activador de plagietas

PD-ECFG  Factor de crecimiento celular endotelial derivado de las plaquetas

PDFG Factor de crecimiento derivado de las plaguetas

PECAM-1  Molécula de adhesion endotelio-plaquetaria

PGI1 Prostaciclina 1
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PLA2

TGF-B

TH1

TLR

TNF a

t-PA

TxA2

VCAM-1

VEFG

VLA-4

Fosfolipasa A2

Transforming growth factor beta

T helper cells, Th cells 1

Toll-like receptor

Factor de Necrosis Tumoral alfa

Activador tisular del plasminogeno

Tromboxano A2

Molécula de adhesion celular vascular 1

Factor de crecimiento vascular endotelial

Antigeno de activacion tardia 4
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RESUMEN

El proceso inflamatorio agudo o crénico es parte importante durante la etiologia de
una gran cantidad de enfermedades crénico-degenerativas. Las interacciones entre
las células del sistema inmune con las células de su microambiente son fundamentales
en la activacion celular y en la amplificacion de la respuesta inflamatoria. Actualmente
se reconoce la importancia de factores hemodinamicos del microambiente como son
el flujo vascular y las fuerzas de rozamiento presentes en vasos y arterias. En este
trabajo se desarroll6 un modelo ex-vivo de vena humana umbilical que permitié
estudiar las interacciones de leucocito al endotelio activado con TNF-a por 2 horas en
condiciones de flujo laminar a 1 ml/min y 2.2 dinas/cm2. Se utilizaron venas con alta
viabilidad e integridad celular del endotelio en un lapso no mayor a 5 horas (tinciones
vitales y por la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH)), la funcionalidad del
endotelio se midi6 por el incremento en el 6xido nitrico (reaccion de Griess) en
respuesta a TNF- a, y por la produccién de IL8, TNF- a e IL-4 identificadas en el medio
de perfusion (ensayo de inmunoabsorciébn, ELISA). Las venas activadas
incrementaron su capacidad adhesiva de células monociticas U937 circulantes al
endotelio por 1 hora y marcadas con carboxifluoresceina (microscopia confocal), sin
embargo en ese tiempo no hubo expresion significativa de moléculas de adhesion
asociadas a las zonas de células adheridas. Solo el caso de ICAM-1 hubo un
incremento en la expresion determinada por inmunofluorescencia en las venas
activadas. Este tipo de modelo permiti6 evaluar en la respuesta endotelial en

condiciones mas cercanas al microambiente inflamatorio.
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ABSTRACT

Acute or chronic inflammatory process is an important part in the etiology of a host of
chronic degenerative diseases. Interactions between immune cells with their
microenvironment cells are critical in cell activation and amplification of the
inflammatory response. The importance of hemodynamic microenvironment factors are
now recognized as vascular flow and the frictional forces present in vessels and
arteries. In this work an ex-vivo human umbilical vein model that allowed studying the
interactions of leukocytes to activated endothelium with TNF-a for 2 hours under
laminar flow 1 ml/ min and 2.2 dyne / cm2 was developed. Veins with high viability and
integrity of endothelial cell were used in a period no longer than 5 hours (vital stains
and the release of lactate dehydrogenase (LDH)), the functionality of the endothelium
was measured by the increase in nitric oxide (reaction Griess) in response to TNF-q,
and IL8 production, TNF-a and IL-4 identified in the perfusion medium (immunosorbent
assay, ELISA). Veins activated increased their adhesive capacity circulating U937
monocytic cells to the endothelium for 1 hour and labeled with carboxyfluorescein
(confocal microscopy), but at that time there was no significant expression of adhesion
molecules associated with adherent cells areas. Only the case of ICAM-1 was an
increase in the expression determined by immunofluorescence on activated veins. This
type of model allowed assessing endothelial response in conditions closer to the

inflammatory microenvironment.
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INTRODUCCION

Respuesta inflamatoria

Al producirse una herida de la piel o de las mucosas, los microorganismos pueden
pasar del medio externo al interno. En un intento de localizar al agente invasor se
produce una reaccion en el tejido conectivo vascularizado que se denomina
inflamacion. La inflamacion puede ser originada por factores endégenos (necrosis
tisular o rotura 6sea) o factores exdgenos como lesiones por agentes mecanicos
(corte, etc), fisicos (quemaduras), quimicos (corrosivos), bioldgicos (microorganismos)
e inmunoldgicos (reacciones de hipersensibilidad). En algunos casos como la
hipersensibilidad, la inflamacién puede tener consecuencias nocivas, sin embargo en

general es una respuesta protectora que trata de restaurar los tejidos lesionados.

En la respuesta inflamatoria participan componentes del plasma sanguineo, células
circulantes, vasos sanguineos y constituyentes celulares y extracelulares del tejido
conectivo. Entre las células circulantes que participan durante la inflamacién se
incluyen los neutréfilos, monocitos, eosindfilos, linfocitos, baséfilos y plaquetas. Las
células del tejido conectivo son los mastocitos, que rodean los vasos sanguineos y los
fibroblastos. La matriz extracelular consiste en proteinas fibrosas estructurales
(colageno, elastina), glicoproteinas adherentes (fibronectina, laminina, entactina,
tenascina entre otras) y proteoglicanos. La membrana basal es un componente
especializado de la matriz extracelular que consiste en glicoproteinas adhesivas y

proteoglicanos [1].
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Tipos de inflamacion

La inflamacion puede ser aguda y crénica. La aguda es de duracién relativamente
corta (minutos, horas 0 unos pocos dias), se inicia muy rapidamente y se caracteriza
por el exudado de fluidos plasméticos y la migracion de leucocitos predominantemente
neutréfilos. La inflamacion crénica dura semanas, meses 0 incluso afios y se
caracteriza histolégicamente por el infiltrado de linfocitos y macréfagos con la

proliferacion de vasos sanguineos y tejido conectivo

Inflamacién aguda

Los cambios que se producen tras la lesion tisular se deben a tres procesos:

. Cambios en el flujo y calibre vascular que hacen que aumente el flujo sanguineo

. Cambios estructurales en los vasos sanguineos que aumentan la permeabilidad

vascular e inducen la formacién de exudado inflamatorio

. Movimiento de los leucocitos del espacio vascular al extravascular alcanzando

asi el foco de las lesiones.

El resultado de todo ello es el acumulo de un fluido rico en proteinas, fibrina y
leucocitos en el sitio afectado. En los primeros 10-15 minutos se produce una
hiperhemia por dilatacion de arteriolas y vénulas y apertura de los vasos de pequefio
calibre. Posteriormente aumenta la viscosidad de la sangre, lo que reduce la velocidad

del flujo sanguineo. Al disminuir la presion hidrostatica en los capilares, la presion
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osmotica del plasma aumenta y en consecuencia un liquido rico en proteinas sale de

los vasos sanguineos originando el exudado inflamatorio.

Inflamacion cronica

Si la inflamaciéon dura semanas o meses se considera cronica, y tiene dos

caracteristicas importantes:

. El infiltrado celular se compone sobre todo por macrofagos, linfocitos y células
plasméticas
. La reaccion inflamatoria es mas productiva que exudativa, es decir, que la

formacion de tejido fibroso prevalece sobre el exudado de liquidos.

La inflamacién cronica puede producirse por diversas causas: a) progresion de una
inflamacion aguda; b) episodios recurrentes de inflamacion aguda; c) inflamacion
cronica desde el comienzo asociada frecuentemente a infecciones intracelulares
(tuberculosis, lepra, etc). Microscopicamente la inflamacion crénica se caracteriza por
la presencia de macrofagos y sus derivados (células epitelioides y gigantes), linfocitos,

células plasméticas, neutrofilos, eosindfilos y fibroblastos [2].

Migracién leucocitaria

Inicialmente, en la inflamaciébn aguda se acumulan predominantemente los
leucocitos neutrdfilos polimorfonucleares y en las fases tardias, los monocitos y
macroéfagos. Hay tres fases para el reclutamiento de las células en la region dafada,

es decir, la extravasacion o salida de las células desde la luz del vaso al espacio
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intersticial. En el capitulo dedicado al estudio de las moléculas adhesion se analiza la

funcién de las mismas en los procesos de migracion leucocitaria.

Normalmente las células ocupan la parte central del torrente sanguineo teniendo
muy poco contacto con el endotelio. Al aumentar la permeabilidad vascular, el flujo
sanguineo disminuye, lo que permite a los leucocitos acercarse al endotelio vascular.
Este proceso se denomina marginacion y se debe a los cambios hemodinamicos
producidos en la inflamacion [3]. Los leucocitos escapan del torrente circulatorio
mediante un movimiento ameboide activo. Cuando los leucocitos entran en contacto
con la célula endotelial, proyectan pseuddpodos y migran por la superficie hasta que
detectan una unién celular inter-endotelial (Figura 1). Durante su paso desde la luz
vascular al tejido extravascular, el leucocito rompe las uniones inter-endoteliales y la

membrana basal probablemente a través de la secrecion de colagenasa [4].

17
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Figura 1.- Etapas de la migracion leucocitaria y el papel de moléculas de adhesion y quimiocinas en el endotelio

vascular y leucocitos. Modificada de William A Mullery, Lab. Invest 2002.

El tipo de leucocito que migra depende mucho del tiempo que dura la inflamacién y

del tipo de estimulo. En la mayoria de los casos, en la inflamacién aguda los neutrofilos

son las células predominantes durante las primeras 24 horas. Estas células empiezan

a acumularse en los primeros minutos tras la lesion, mientras que los monocitos y

macrofagos se acumulan mas tarde. Una vez llevada a cabo la extravasacion, los

leucocitos migran en los tejidos a los lugares donde se ha producido la lesién mediante

el proceso de quimiotaxis [5-7].
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Componentes moleculares de la inflamacion

En la inmunidad innata intervienen las barreras fisicas y quimicas, tales como: el
epitelio y las sustancias antimicrobianas producidas en las superficies epiteliales (ej.
criptidinas en el intestino delgado). Las proteinas plasmaticas, las cuales incluyen
miembros del sistema de complemento, proteinas de fase aguda y otros mediadores
de inflamacion. Las células NK (natural killers), linfocitos T y células B-1, neutrofilos,
macréfagos y leucocitos granulares. Los fagocitos realizan una labor de gran
importancia, ya que son los principales productores de las citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12 y TNF-a y ademas liberan otras moléculas como la enzima activadora de
plasminogeno. fosfolipasas, especies reactivas de oxigeno, el factor activador de
plaquetas, O6xido nitrico y mediadores lipidicos de inflamacion, tales como

prostaglandinas y leucotrienos.

Mediadores Quimicos

Estos mediadores se encuentran en el plasma y deben ser activados para ejercer su
funcién. También pueden estar en las células donde permanecen almacenados siendo
secretados o sintetizados de novo en respuesta a un estimulo. Las células que los
almacenan son principalmente las plaquetas, los polimorfonucleares, monocitos,
macréfagos y mastocitos. Estas sustancias pueden tener efectos autdcrinos,
paracrinos o endocrinos; una vez liberados y activados tienen una vida media muy

corta debido a su efecto toxico. La mayoria tienen efectos secundarios perjudiciales
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como son la destruccion de tejidos, convirtiendo asi la inflamacibn en una

autoagresion.

Citocinas

Las citocinas son proteinas solubles de bajo peso molecular, mediadoras de
crecimiento celular, inflamacion, inmunidad, diferenciacion y reparacion, entre otras
actividades. Ademas de las células del sistema inmune, las citocinas son producidas
por diferentes tipos celulares durante la activacion de la inmunidad innata y adquirida.
Son el principal medio de comunicacion intracelular ante una invasion microbiana. Las
citocinas sirven para iniciar la respuesta infamatoria, y para definir la magnitud y
naturaleza de la respuesta inmune especifica [8]. Algunos de los receptores para
reconocimiento del patron, activan vias de transduccién de sefial que inducen la
expresion de una gran variedad de genes de la respuesta inmune, donde se incluyen
los genes para citocinas inflamatorias. Los receptores de la familia toll (TLR), se
identificaron recientemente y sus vias de transduccion de sefial conducen a la
activacion de factores de transcripcién de la familia del factor nuclear kappa B (NF-kB).
La liberacién de citocinas también es inducida por pequefios péptidos liberados en la
cascada del complemento, como es el caso de los macréfagos al liberar citocinas

determinan la forma de la respuesta inmune [9].

Las endotoxinas, tales como LPS, estimulan también la produccion de citocinas por
parte de los macréfagos y otras ceélulas. Las citocinas IL-1 y TNF-[1 promueven la

expresion de moléculas de superficie tales como ICAM y selectinas sobre células

20



endoteliales, para contribuir a la acumulacion de leucocitos en sitios locales de
inflamacion. Igualmente, provocan que fagocitos mononucleares y células endoteliales
sinteticen quimiocinas activadoras de leucocitos. Ademas, el TNF-a activa al endotelio
vascular e incrementa su permeabilidad, lo cual provoca un incremento en la entrada
de IgG, complemento y células a los tejidos e incrementa el fluido de drenaje hacia los
nédulos linfoides. Una vez atraidas las células, el TNF-a estimula a neutrdfilos,
eosinofilos y fagocitos mononucleares para lisar microorganismos. Los neutréfilos son
la principal linea de defensa contra hongos, ya que ademas de la fagocitosis
presumiblemente liberan especies reactivas de oxigeno y enzimas lisosomales para

ocasionar la eliminacién del patégeno.

Los microorganismos intracelulares o sus productos inducen la produccion de IL-12
por monocitos y neutréfilos. La IL-12 en colaboracién con la IL-18, incrementan la
funcién citolitica de células NK y linfocitos T CD8+ activados (CTLs), estimulan la
secrecion de IFN-y por células Ty NK, y el desarrollo de respuestas tipo Thl. La IL-12
se puede clasificar como un regulador de inmunidad innata, debido a que los
macréfagos activados por microorganismos la secretan con la finalidad de desarrollar
las funciones efectoras de las células NK. Al mismo tiempo es un importante vinculo

entre inmunidad natural e inmunidad adaptativa contra virus y bacterias [10, 11].

Las citocinas antivirales por excelencia son los interferones tipo I. Inhiben la
replicacion viral debido a que inducen en las células la sintesis de enzimas, tales como
la 2'-5' oligoadenilato sintetasa, que colectivamente interfieren la replicacién del ARN

y ADN [12]. Esta actividad antimicrobiana puede ser paracrina. Incrementan el
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potencial litico de células NK infectadas viralmente en etapas tempranas de una
enfermedad, antes del inicio de la respuesta inmune especifica. Las citosinas pueden
modular la expresion de moléculas de histocompatibilidad MHC, aumentan la
expresion de MHC clase-1 y reducen la de MHC clase-Il, lo cual aumenta la eficiencia
de lisis mediada por linfocitos T citotoxicos. Ademas, los IFNs tipo | promueven la
liberacion de interleucinas pro-inflamatorias y o0xido nitrico por células dendriticas y
macrofagos. Algunas, citocinas incluyendo IL-12, IL-6, IL-8, TNF-a e IFN-y son

importantes activadores de la respuesta de fase aguda.

La regulacion de esta intrincada red de citocinas estéd controlada principalmente
por la IL-10. Su funcién es interferir la sintesis de las citocinas TNF-a,, IL-1, IL-2, IL-6 y
GM-CSF por células T y regular negativamente la sintesis de IL-1, IL-6, IL-8 y TNF por
macrofagos. Sin embargo, puede potenciar la expresion de IL-15 en macrofagos
murinos activados, lo cual de acuerdo a su efecto regulador negativo sobre IL-2 sugiere
un soporte paraddjico para la respuesta inmune mediada por células. La IL-10,
sobreregula la expresion de MHC clase I, soporta el crecimiento y la produccién de
inmunoglobulinas en células B. La IL-10 inhibe las funciones accesorias de los
macrofagos en la activacion de las células T, este efecto se debe a la expresion
reducida de las moléculas MHC clase-Il y de las moléculas coestimuladoras B7-1 y
B7-2. El efecto total de estas acciones es inhibir la respuesta inespecifica y la mediada

por células [13-15].
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El factor de trascripcion NFkB es el corazon central en el control de la inflamacion
mediada por citocinas. La rapida induccién de citocinas y moléculas de adhesion por
este factor es importante en el proceso inflamatorio mediante la via de activacion
dependiente de TNF-a [16, 17]. La sobreproduccion de TNF-a se presenta en distintas
enfermedades que incluyen choque séptico, aterosclerosis, artritis reumatoide,

diabetes, cancer, etc [18, 19].

NF-kB En la respuesta inflamatoria

El factor de transcripcion NF-kB fue inicialmente identificado como un regulador de
la expresion de la cadena ligera kappa de linfocitos B murinos. Subsecuentemente se
ha encontrado que es un regulador de genes de respuesta temprana involucrados en
la comunicacién intercelular, reclutamiento o trasmigracion, amplificacion de sefiales

patogénicas Yy en la aceleracion de la tumorigenésis (Figura 2) [20].
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Figura 2.- La imagen muestra las dos vias de activacion mas frecuentes a nivel de
membrana del factor de transcripcion NFkB. La activacion del factor permite que en
forma de dimero se trasloque al ndcleo para inducir la expresion génica de moléculas

pro-inflamatorias principalmente en leucocitos. Modificada de

Actualmente se han identificado cinco miembros de la familia NF-kB en mamiferos,
estos incluyen: NF- Kb1 (p50/p105), NF- kB2 (p52/p100), RelA , p65, p62, y c-Rel.

Todos ellos comparten un dominio de homologia Rel altamente conservado, el cual es
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responsable de la union al ADN, dimerizacién e interaccion con los inhibidores

intracelulares de NF- kB (I kBs) [21, 22].

La expresion de genes de respuesta temprana mediada por miembros de la familia
de factores de transcripcion NF-kB es inducida por una amplia variedad de sefiales.
Entre estas se incluyen citocinas, mitdgenos, particulas ambientales, metales toxicos,

estrés intracelular, productos virales o bacterianos y luz UV.

En las células en reposo, el factor NF- kB, se encuentra secuestrado en forma
inactiva en el citoplasma a través de su asociacion con una de varias moléculas
inhibidoras de la familia IkB. Todas las proteinas IkB contienen dos residuos
conservados de serina (Ser 32 y Ser 36) en su dominio N-terminal. La fosforilacién de
estos residuos, en respuesta a los inductores, permite la inmediata poliubiquitinacion
de la proteina IkB por el complejo SCF-B-TrCP que actia como ubiquitin-transferasa
tipo 3. Esta modificacion convierte a la proteina en un blanco para la rapida
degradacion por parte del proteosoma 26 S. La degradacion de los IkBs puede ser
completa o parcial, como el procesamiento del carboxilo terminal en p105 y p100. La
degradacion del inhibidor permite la liberacion y translocacion del NF- kB al nucleo,
donde se une a secuencias especificas en regiones reguladoras del ADN (designados

como elementos kB).

La union a los elementos kB resulta en la activacion de la transcripcion de genes

mediadores de la inflamacién, carcinogénesis y reacciones pro o anti apoptoticas. Para
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algunas formas de NF-kB como el heterodimero p50/p50 también se ha reportado un

efecto inhibitorio de la transcripcion [23, 24].

Enfermedades inflamatorias

La inflamacion es un componente secundario importante de muchas enfermedades
humanas, incluyendo el asma, la enfermedad de Crohn, la artritis reumatoide, la
polimialgia reumatica, tendinitis, bursitis, laringitis, gingivitis, gastritis, otitis,
enfermedad celiaca (intolerancia al gluten), diverticulitis (infeccion de los diverticulos
en el colon), y enfermedad inflamatoria intestinal. Ademas, un numero de
enfermedades cronicas tienen componentes inflamatorios, tales como la
aterosclerosis, obesidad, diabetes, cancer, e incluso la enfermedad de Alzheimer. Las
causas de varias de estas enfermedades son desconocidas y el papel de la inflamacion
en la patogénesis de muchas enfermedades esta todavia en investigacion. Por
ejemplo, se sabe que el tejido adiposo secreta varios factores inflamatorios
(adipocitocinas) y que la obesidad esta asociada con la infiltracion de macrofagos en
el tejido adiposo; sin embargo, el papel exacto de la inflamacion en la patogénesis de
la obesidad es actualmente desconocido. La correlacion entre la diabetes tipo 2 y la
obesidad esta muy bien estudiada, la inflamaciéon promueve la resistencia a la insulina,
una caracteristica central de la diabetes y el sindrome metabdlico que le precede. Un

ejemplo mas es la aterosclerosis, la cual implica un endurecimiento de las arterias,
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donde la inflamacion puede causar mas dafo a las arterias en un fallido intento de

sanar la pared de la arteria [25-27].

Las enfermedades reumaticas forman un grupo de patologias cuyos elementos
comunes son la produccion de auto-anticuerpos o anticuerpos frente a organelos de
las células del propio individuo, asi como de complejos inmunes y la presencia de
mecanismos andmalos de inmunidad celular. La evolucion clinica de este conjunto de
enfermedades puede variar ampliamente a lo largo del tiempo y desarrollarse
siguiendo pautas muy individualizadas. Las formas mas comunes son la
esclerodermia, el lupus sistémico eritematoso, la esclerosis sistémica progresiva, el
sindrome de Sjogren, la enfermedad mixta del tejido conectivo y, especialmente, la
artritis reumatoide. A pesar de la reciente e inminente introduccion de nuevas y
poderosas drogas para la artritis reumatoidea todavia no existe una mejora completa
del paciente aun cuando surgen constantemente nuevos tratamientos. Los
investigadores al menos ya saben desde hace algun tiempo que las metaloproteinasas
matrices desempefian un papel principal en la destruccion de las articulaciones en la

artitritis reumatoidea [28-30].
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Biologia del endotelio vascular

Endotelio Vascular

La formacion del endotelio se inicia temprano durante la embriogénesis. El
endotelio vascular es responsable de la circulacion del torrente sanguineo, la fluidez
de la sangre, el tono vascular y los mecanismos de defensa del organismo tan
importantes como el fendmeno inflamatorio y la respuesta inmune. El endotelio, por su
localizacion estratégica, separa el medio exterior agresivo del intersticio tisular
cumpliendo una funcién de defensa del huésped a nivel del tegumento mucocutaneo,
el pulmon, el tracto gastrointestinal y el sistema cardiovascular. Anteriormente se le
consideraba como un recubrimiento inerte de los vasos sanguineos. En las ultimas
décadas se han descubierto otras funciones cruciales del endotelio vascular, se sabe
gue el endotelio es capaz de sintetizar, almacenar y liberar moléculas especiales que
inciden en el funcionamiento normal de 6rganos diferentes. El endotelio cumple una
funcién de “esponja” al almacenar moléculas producidas por él mismo y sustancias no
endoteliales. EI manto endotelial provee una superficie activa para el intercambio
gaseoso, acuoso, macromolecular y para el trafico celular [31]. El endotelio constituye
una capa unicelular continua que sirve de interfase estructural y funcionalmente entre
el torrente circulatorio y la pared vascular. Por su localizacion especial, capta sefiales
quimicas, fisicas e inmunolégicas y de acuerdo con éstas cumple funciones

especificas en salud y enfermedad [32].
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Las sefales son reconocidas por el endotelio y traducidas en mensajes intracelulares,
dando como resultado la activacion de genes que llevan a la sintesis de autacoides
(histamina, serotonina, entre otros) que actian sobre la pared vascular y la poblacion
celular intravascular. El endotelio comanda los procesos de antitrombogenicidad,
vasoconstriccion y vasodilatacion, éxodo de la poblacion blanca intravascular y
angiogénesis. Es el responsable de la aterosclerosis y de la hipertension arterial al
regular la composicion de la matriz extracelular, la acumulacion lipidica y el
comportamiento de la célula muscular lisa de la pared vascular. El endotelio es un
organo ubicuo, de espesor minimo (unicelular), anti y pro adhesivo, tromborresistente,
con caracteristicas anticoagulantes y fibrinoliticas y comportamiento multifuncional,

bifasico, paraneuronal y circadiano [33].

El endotelio constituye una interfase unicelular, dinamicamente mutable y
bioguimicamente activa, entre el torrente circulatorio y la intimidad de los tejidos y de
los 6rganos de la economia animal, cumpliendo funcién de “portero”. El endotelio es
un 6rgano de espesor unicelular, pero sorprendentemente multifuncional y de gran

plasticidad.

La célula endotelial (CE) reposa sobre una membrana basal sintetizada por ella
misma, en directo contacto con una estructura delgada, la intima, de linaje
hematopoyético, cuya poblacion mesenquimal indiferenciada se aprecia inmersa en
una matriz extracelular sui generis. Esta poblacion mesenquimal indiferenciada debe
ser considerada como predeterminada, competente, pluripotente, capaz de

diferenciarse en CE, macréfago de intima, linfocito, dendrocito, mastocito, fibroblasto,
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célula muscular lisa de la intima y aun osteoblasto (Figura 3). La matriz extracelular
subendotelial es una superficie trombogénica que favorece la adhesion plaquetaria y
la activacion del sistema de la coagulacion. La intima separa el recubrimiento
endotelial de la media, teniendo como limite externo la tinica o lamina elastica interna,
representada por una pared agujereada de tejido elastico que por su aspecto

morfologico se ha comparado con la “red del pescador” [34, 35].

.

. Intima bordeada por células

endoteliales 1 3 5
2. Lamina elastica interna
; A 2 4
3. Media con células musculares
4. Lamina elastica externa l l
5

. Adventicia

FIGURA 3.- Composicién de una vena humana. La imagen muestra los componentes
celulares de una vena humana vy la ubicacién del endotelio en la cara interna de la

vena. Modificada de D. Souza, 2009.

El endotelio, localizado estratégicamente, capta toda clase de estimulos
intravasculares y los transmite a la intima y a la media. La fuerza hemodinamica de un

estrés por friccion (shear stress) de 10 dinas/cm2 es captada por el recubrimiento
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endotelial, orquestando el comportamiento y la regulacién genética del endotelio y de
la poblacion celular de la intima con la respectiva activacion transcripcional y
traduccional. Las arterias y venas se caracterizan por poseer tres capas o tunicas:
intima, media y adventicia, claramente distinguibles en los vasos de mayor calibre. La
intima se encuentra en de los vasos de gran calibre como son la aorta y sus grandes
ramas, esta revestida por las células endoteliales y por el tejido conjuntivo sub-
endotelial subyacente, éste ultimo constituido por colageno, proteoglicanos, elastina y
otras glicoproteinas de la matriz intracelular. Las células endoteliales son esenciales
en la vascularizacién y cubren cerca de 1000 m2 en promedio en humanos adultos. El
endotelio, componente principal de la pared arterial, reviste arterias y venas formando
la interfase antitrombatica entre la sangre y los tejidos subendoteliales potencialmente
trombogénicos. Es por eso, que la integridad del endotelio es un requerimiento
fundamental para considerar la estructura y funcién normales de la pared vascular. El
endotelio es una membrana semipermeable que controla el paso de moléculas
pequefias y grandes a la pared arterial. A pesar de tener una estructura aparentemente

simple, es un tejido con multiples funciones sintéticas y metabdlicas.

Las células endoteliales se unen a través de receptores de superficie, a un numero
de proteinas en la matriz interna incluyendo a la fibronectina, la vitronectina, las
colagenas, la laminina y FVW. Estas interacciones tienen una importancia particular
en la cicatrizacion, la respiracion vascular y la angiogénesis [36]. Las células
endoteliales a su vez expresan sobre su superficie a distintas 31 integrinas, la integrina

ayB3 y receptores de vitronectina. Estos ultimos son importantes en la adhesion de
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células endoteliales, la extension y formacion de contacto focal sobre una variedad de
proteinas de la matriz que parecen ser importantes componentes de la metastasis y

la angiogénesis [37].

El estudio del 6rgano endotelial ha llevado a lo que hoy se conoce con el nombre de
Medicina Vascular y se hace referencia a enfermedades vasculares, desérdenes
vasculares, biologia vascular y enfermedades angiogénicas. En igual forma, se ha
concluido que el endotelio funciona sincronicamente con la pared vascular y la
adventicia, y por eso se habla del 6rgano endotelial. Este conforma trece barreras que
coordinan todo el funcionamiento del organismo humano y por esta razén se considera
que el endotelio es la vida y la muerte del organismo animal. La informacion sobre la
fisiopatologia de las diferentes enfermedades, actualmente se abarca con un amplio

conocimiento del 6rgano endotelial.
Funciones del endotelio

Hace tan solo unas décadas se pensaba que el endotelio vascular era inerte, sin
embargo, actualmente se ha demostrado que las células endoteliales intervienen
activamente en los fendbmenos de coagulacion, regulacion del tono vascular,
inflamacion, neo-vascularizacion en algunos estados patol6gicos como los tumores o
la retinopatia diabética, y posiblemente en la presentacién antigénica. Asimismo, el
endotelio vascular es determinante en la patogénesis de ciertas entidades reumaticas
como la esclerosis sistémica progresiva, tanto la forma difusa como la variante

localizada.
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Regulacion del tono vascular

Una de las funciones del endotelio consiste en regular el tono vascular a través de
sustancias vasoactivas como el éxido nitrico (NO) y el factor polarizante derivado del
endotelio [38]. Entre tales compuestos existe un delicado equilibrio que permite
mantener la presion arterial y el tono vascular dentro de los limites normales, asi como
definir el comportamiento de las citocinas y las selectinas que son moléculas de
adhesiéon. Por otra parte, también sintetizan compuestos vasocontrictores como
endotelina 1, tromboxano A2, prostaglandina F2 alfa y anion superodxido. De alli su
importancia actual en la patogenia de la ateroesclerosis, la hipertension arterial y los
trastornos hemodinamicos de la sepsis. Esta funcién determina aspectos como la
reaccion de los vasos sanguineos ante las variaciones del flujo y el control de la
resistencia vascular, por lo que es uno de los contribuyentes principales en el

mantenimiento de la tension arterial.

La enzima o6xido nitrico-sintasa (NOS) lleva acabo la sintesis del NO a partir del
aminoécido L-arginina, que a su vez, difunde hacia el musculo liso de la tinica media
de la vena y activa a los miocitos a través de la guanilato ciclasa, ocasionando un
incremento en los niveles de cGMP. Entre las sustancias que estimulan la produccion
de NO se encuentran la bradicinina, la trombina y la acetilcolina, pero de igual manera
las fuerzas de tensién sobre la pared vascular que se generan por el aumento de flujo
sanguineo, estimulan la produccién de este compuesto. Es importante mencionar que
el ON es una un mediador inflamatorio en estado gaseoso [39, 40]. El ON difunde hacia

las células del muasculo vascular liso, originando vasodilatacion. En algunas
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situaciones, la NOS inducible de los macrofagos, produce grandes cantidades de NO,
que inhiben la produccién de ATP [41], por consiguiente impide la proliferacion
patdgena de bacterias, hongos y parasitos. EI ON puede inhibir la adhesion plaquetaria
al endotelio vascular dafiado, contribuyendo a la trombosis arterial, y a su vez, el paso
inicial que con lleva a la activacion, y con ello a la agregacién o liberacion plaguetaria
[42, 43]. Como ya se ha mencionado el endotelio puede producir NO en cantidades
variables dependiendo del estimulo, el cual ejerce funciones anti-inflamatorias y
antiaterogénicas de primer orden. Por ejemplo, inhibe la expresion de P-selectina,
ICAM-1 y VCAM-1, mediante mecanismos intracelulares que implican el bloqueo de
proteinas cinasas C y del factor NFKB. Ademas, bloquea la NOX, enzima esencial para
la produccién de radicales superoxido por parte de los leucocitos. Por ultimo,
disminuye la sintesis y liberacion de la proteina quimiotactica de monocitos tipo 1, que

es el principal factor atrayente para dichas células [44-46].

Vasoconstriccion

Las endotelinas son polipéptidos de 21 aminoacidos sintetizadas en el endotelio a
partir de un precursor conocido como preproendotelina. Aunque existen tres
variedades diferentes, tan solo la endotelina-1 es producida por la intima vascular, bajo
el influjo de diferentes factores como la angiotensina Il, catecolaminas, lipoproteinas e
insulina, y de fenbmenos como la hipoxia e isquemia tisular. De igual manera, factores
como prostaglandinas o la hormona natriurética auricular tienden a inhibir su
produccion. Se han descrito dos receptores (tipo A y B) que son los responsables de

la accion biolégica de la endotelina, sin embargo, el receptor tipo A, localizado en los
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miocitos de la pared vascular y las fibras del miocardio, es el que tiene mayor
importancia. La sintesis de estos receptores se incrementa por accion del AMPc, factor
de crecimiento epidérmico y estrogenos y se inhibe cuando se expone a la endotelina-
1, angiotensina Il y al factor de crecimiento derivado de las plaquetas. La activacion de
estos receptores induce fendmenos de vasoconstriccion mediados por fosfolipasa C,
enzima que degrada los lipidos de membrana generando diacilglicerol e inositol
trifosfato (IP3); este a su vez incrementa la concentracion citosolica de calcio,
favoreciendo la contraccion del musculo liso; ademas el calcio y el diacilglicerol poseen
acciones mitdégenicas, por lo cual la liberacién sostenida de endotelina-1, es capaz de
producir hiperplasia de la capa media de los vasos sanguineos ocasionando

vasoconstriccion.

Coagulacién y fibrinodlisis

Durante muchos afios la incapacidad del endotelio de activar la cascada de
coagulacion y fomentar la adhesion de plaquetas se consideré una funcion pasiva
relacionada con ciertas carencias mas que como resultado de su participacion activa
en la hemostasia. Esta idea cambio al descubrirse que las CE producian prostaciclina
(PGI2), un extraordinario inhibidor de la agregacién plaquetaria. Posteriormente, se
descubrié que el ON actua sinérgicamente con la prostaciclina como antiagregante
plaguetario. De hecho, el ON inhibe la adhesion, la activacion, la secrecion y la
agregacion plaquetaria. ElI endotelio ejerce un papel central en la regulacion de la
hemostasia ya que aporta importantes elementos de los sistemas de coagulacion,

trombosis y fibrindlisis del organismo. Ademas de ON y PGI2, las CE producen
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trombomodulina, moléculas con actividad heparina-like y ADPasa, que hidroliza el ADP
(agregante plaquetario). El endotelio también regula la fibrindlisis, ya que produce
activador tisular del plasminégeno (t-PA), urocinasa e inhibidor-1 del t-PA (PAI-1). La
susceptibilidad individual a la alteracion de esta funcidbn endotelial por la
hipertrigliceridemia parece ligada a la presencia de ciertas variantes
polimorpolimérficas en el gen del PA-1, como el polimorfismo Hindi que se ha asociado
con diferencias en la actividad y la capacidad de las VLDL de modular la produccién
de PAI-140. Algunos estudios epidemiolégicos han encontrado una asociacién entre
los valores elevados de colesterol en plasma y tiempo prolongado de euglobina, lo que
sugiere una alteracion del equilibrio entre la liberacibn de activadores del

plasmindgeno y sus inhibidores por el endotelio [47, 48].

Angiogenésis

Las células endoteliales producen un grupo de factores de crecimiento que son
mitdgenicos para el endotelio y pueden inducir la formacion de nuevos vasos
sanguineos, proceso conocido como angiogénesis. Este estimulo angiogénico dentro
de los varios efectos que tiene, produce alargamiento y proliferacion de las células
endoteliales asi como la reparacion de nuevos vasos sanguineos [49]. Durante la
embriogénesis, el desarrollo de nuevos vasos por medio de la diferenciacion de las
células endoteliales se denomina vasculogénesis, y el proceso morfogenético

mediante el cual se forman nuevos microvasos por ramificacion de los preexistentes
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se denomina angiogénesis, y ocurre durante toda la vida. En el cerebro, la
angiogénesis se presenta en respuesta a una variedad de dafos tales como eventos
isquémicos e infarto, infeccion, tumores y trauma. Esta respuesta estrictamente
regulada contrasta con la angiogénesis incontrolada y persistente que sucede durante

el crecimiento tumoral [50].

Los estimulos angiogénicos convierten a las células endoteliales en un fenotipo
proliferativo y migratorio que expresa factores de crecimiento, proteasas e inhibidores
de proteasas, moléculas de adhesién y receptores. Para iniciar el proceso de migracion
de las células endoteliales, se requieren enzimas proteoliticas que rompan la
continuidad de la lamina basal. En modelos experimentales se ha observado la
activacion de células endoteliales a las 48 horas de la isquemia y la formacion de
nuevos capilares a los siete dias [51]. El VEGF es una proteina angiogénica que juega
un rol importante en la homeostasis y al mismo tiempo es un regulador de la
embriogénesis, el ciclo menstrual y la cicatrizacién [52-54], tanto VEGF como proteinas
semejantes estimulan la formacién de nuevos vasos sanguineos o neovascularizacion,
estando este proceso presente en la carcinogénesis y metastasis. VEGF y otros
factores angiogénicos se sobre expresan en mdltiples tipos de tumores y

frecuentemente sirven como marcadores negativos de pacientes con cancer [55, 56].
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La activacion del endotelio

La adquisicion del fenotipo activado es similar a la diferenciacion de las células
hematopoyéticas, con la diferencia de que éste Ultimo evento es unidireccional; esto
es, las células se comprometen a un cierto linaje y no pueden revertir su fenotipo. En
cambio, si bien el fenotipo constitutivo de las células endoteliales puede pasar a un
estado activado, después de 12 a 24 h dependiendo del estimulo las células

endoteliales regresan al fenotipo constitutivo.

El fenotipo activado

La habilidad de diferentes tipos celulares para trans-diferenciarse muestra la
capacidad para adaptarse a los requerimientos locales y asi ampliar el rango de
funciones metabdlicas y fisioldgicas que pueden realizar. La activacién endotelial esta
asociada a distintos cambios fenotipicos que, de una manera semejante al proceso de
trans-diferenciacion del fenotipo constitutivo, sirve para que la célula se adapte
localmente a los requerimientos funcionales que se necesitan, durante condiciones
como dafio tisular, la presencia local de agentes infecciosos o cambios en las
condiciones de perfusion. Normalmente, se considera que las células endoteliales
estan activadas cuando estan proliferando o cuando permiten la adhesion de células

sanguineas.

El fendmeno de activacion se lleva a cabo principalmente en la microvasculatura

(precapilares, capilares y venas postcapilares) e involucra la expresion de genes de
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"activacion” en células endoteliales de diferentes tejidos y 6rganos, que por si son
heterogéneas en su morfologia, fisiologia y funcion. Sin embargo, la mayor parte de
los estudios realizados in vitro para analizar la activacion endotelial se han efectuado
con células endoteliales primarias derivadas de grandes vasos como la aorta de bovino
o la vena umbilical de humanos. Los ‘genes de activacion’ se expresan sin afectar a
los genes de diferenciacion que distinguen a las células endoteliales maduras de sus
precursores [57, 58]. Sin embargo, una clara diferencia entre los genes que se
expresan en el estado activado y aquellos que definen el estado diferenciado de las
células endoteliales radica en que la expresién de los primeros es un fenbmeno
transitorio en donde la magnitud y la duracion de su expresion es dependiente de
seflales micro ambientales, como puede ser la presencia de citocinas pro-
inflamatorias. En algunos casos patologicos, como la formacién de placas
ateroescleroticas, la constante presencia de sefales pro-inflamatorias transforman una

respuesta endotelial transitoria en permanente.

Actualmente se sabe que son muchos los elementos de regulacién transcripcional
que participan en la transicion del estado endotelial quiescente al estado activado, se
ha reconocido que uno de los encargados centrales de encender los genes que
caracterizan al estado activado en un proceso inflamatorio es el factor de transcripcion
nuclear NF-kB del cual depende la expresion de diversas moléculas de adhesion

citocinas y algunos factores de crecimiento.

Un tercer fenotipo endotelial se presenta durante la angiogénesis disparada por

mecanismos paracrinos y autocrinos, que permite a las células endoteliales separarse
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de vasos pre-existentes y entrar a una cascada morfogenética que lleva a la formacion
de nuevos vasos con células endoteliales maduras. Estas células que estén migrando
sufren varios cambios entre los que se encuentran alteraciones de sus propiedades
adhesivas, los patrones de glicosilacion de sus antigenos de superficie, la produccion
de citocinas, la expresion de los receptores de factores de crecimiento, un incremento
en su capacidad de inducir protedlisis diferentes componentes de la matriz extracelular

y suspenden sus uniones comunicantes [59].

La capacidad de respuesta de las células endoteliales a los factores de crecimiento
angiogénlcos depende de la expresion de los receptores para cada uno de ellos. Se
ha demostrado que receptores, que son fosforilados en residuos de tirosina, se

expresan diferencialmente en las células endoteliales durante la angiogénesis [60, 61].

En afos recientes, el fenotipo de activacion endotelial Inducido por citocinas
durante la inflamacion, ha sido caracterizado extensamente tanto in vivo como in vitro.
Uno de los primeros pasos en la cascada inflamatoria es la expresién de moléculas de

adhesién como la selectina-E (CDC2E), selectina-P , VCAM-1 CD1 e ICAM-1..

El endotelio participa en los mecanismos de la inflamacién, incluyendo los
procesos inflamatorios cronicos relacionados por ejemplo con el fendbmeno de
Raynaud primario y / o secundario asociado a las enfermedades reuméticas,
posiblemente mediadas por la liberacion de citosinas y por mecanismos de
presentacion antigénica aun no bien caracterizados para que las células circulantes

como neutrofilos y monocitos puedan llegar al tejido blanco, deben atravesar la barrera
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impuesta por la pared vascular. En este punto intervienen las moléculas de adhesion
intercelular, localizadas en la superficie endotelial, las cuales favorecen procesos de
marginamiento, rodamiento, infiltracion y diapédesis. La P-selectina y la E -selectina
son un ejemplo de estas moléculas, los cuales son reconocidos por secuencias
especificas de proteoglicanos ubicados en la membrana del neutrdéfilo. Otros agentes
incluyen la molécula de adhesioén intercelular tipo 1 (ICAM-1) y la molécula de adhesion

celular vascular 1 (VCAM -1) [62].

La adhesion leucocitaria al endotelio vascular

Las interacciones matriz extracelular-célula y célula —célula juegan un papel muy
importante en la migracion y la activacion de leucocitos durante el proceso
inflamatorio. La adhesion de leucocitos a las células endoteliales y el reclutamiento al
tejido extravascular son eventos fundamentales en la patogénesis de una enfermedad
inflamatoria. Existen diferentes eventos durante la cascada de reclutamiento que son
dirigidos por moléculas de adhesion como las CAM’s expresadas tanto en ambos
leucocitos como en células endoteliales. La expresiéon de dichas moléculas de
adhesioén es inducida por varios estimulos incluyendo citocinas como TNFa, IL1[3,

guimiocinas como IL8 y mediadores lipidicos y peptidicos.
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Adhesién firme

El fendbmeno de activacion leucocitaria es aparentemente muy rapido y resulta en la
generacion de sefiales que inducen la activacion de las integrinas de la membrana
(integrinas beta-2 en el caso de los neutrdfilos e integrinas beta-1, beta-2 y beta-7 en
el caso de los linfocitos); como ya se ha expuesto, la activacion de integrinas en la
membrana resulta en un incremento significativo en su afinidad por sus ligandos,
VCAM 1 para las integrinas alfad/beta7 y alfad/betal e ICAM 1y 2 para las integrinas
leucocitarias beta-2. EI mismo proceso de activacion leucocitaria resulta en una
redistribucion de las integrinas en la membrana celular y este fenébmeno, aunado a la
activacion de las mismas, incrementa la avidez de las integrinas del leucocito y permite
la adhesion firme al endotelio. En consecuencia la redistribucién de integrinas y su
activacion son fenomenos esenciales en la formacién de las adhesiones y contactos
focales y por lo tanto en la generacién de sefiales de activacion celular a través de

integrinas [63, 64].

Moléculas de adhesion

Con el término moléculas de adhesion se designa a un grupo diverso de moléculas
protéicas involucradas en procesos bioldégicos de vital importancia como la
embriogénesis; la reparacion tisular; la diferenciacion, crecimiento, comunicacion y
movilizacion celular. Estas moléculas se unen a contra-receptores especificos
ubicados en otras células o la matriz extracelular, facilitando las interacciones celulares

y la migracion de ellas por los diferentes tejidos y transducen sefiales reguladoras de
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la transcripcion celular luego de la interaccion con sus ligandos. Las mas importantes

se describen a continuacion.

ICAM-1.- (Molécula de Adhesioén Intercelular 1) y VCAM-1 (Molécula de Adhesion
Celular Vascular 1) son miembros de la familia de inmunoglobulinas involucradas en
la adhesion celular. ICAM -1 es normalmente encontrada sobre la superficie de las
células endoteliales, pero su expresion puede incrementar por activaciéon endotelial
debida a citocinas o endotoxinas. La ICAM-1 se une a un miembro de integrinas de la
subfamilia 1 beta como por ejemplo LFA-1 (Antigeno asociado a la funcién de linfocitos,
también conocido CD11a/CD18) y Macl (Antigeno de macro6fagos-1 también llamado
CD11b/CD18). La adhesion de leucocitos a ICAM-1 se realiza por LFA-1 asi como la
movilizacion de Mac-1 a la superficie de la célula por fusion de los granulos

almacenados a la membrana celular [65-67].

VCAM-1.- Es una proteina endotelial transmembranal y su receptor es VLA-4
(Antigeno muy tardio-4 también conocido como CD49d/CD29). Esta integrina -1
tardia media la adhesion de linfocitos, monocitos, eosinofilos y células asesinas
naturales (NK) a células endoteliales activadas. Esta molécula juega una funcion
importante en la inflamacién vascular y su expresion es regulada por el factor de

trascripcion NFkB, por activacion del endotelio por citocinas inflamatorias [68, 69].
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SELECTINA E.- LEC-CAM-2 o ELAM-1, se expresa de manera transitoria en los
endotelios vasculares en respuesta a IL1 o TNF-a en los procesos inflamatorios. Ella
permite la adhesion de macréfagos y neutrofilos al endotelio inflamado. Esta se
expresa por estimulacién de citocinas inflamatorias, por lo que se piensa que es la
responsable de la acumulacion de leucocitos de la sangrela sitio de inflamacién por

medio de la adhesion de las células a la superficie celular [70-72].

P-Selectina 6 LEC-CAM-3.- Esta presente en la plaguetas y células endoteliales.
Mediante esta MAC se adhieren los fagocitos a las plaquetas activadas y a las células
endoteliales. Las selectinas tienen relaciébn con la interaccion célula-célula entre
leucocitos y células endoteliales. Su rol mas importante esta en la adhesion inicial, de
neutréfilos y monocitos al endotelio activado por citocinas, lo que permite
posteriormente la quimiotaxis mediada por Integrinas y la migracién transendotelial

[73].

Extravasacion y migracion en tejidos.

La extravasacion de leucocitos y posterior migracion a través del tejido se asocian a
fendmenos de adhesion dindmicos que permiten simultineamente el movimiento de la
célula y su adherencia. No se conoce con precision el mecanismo de la extravasacion
y migracién de leucocitos, pero las integrinas alfad/betal, alfa5/betal y LFA 1, asi
como las moléculas CD44 y CD31 parecen estar involucradas. Se ha propuesto que
estas moléculas interaccionan con ligandos localizados en los sitios de unién de las

células endoteliales (por ejemplo. moléculas de CD31), asi como con proteinas de la
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membrana basal y matriz extracelular (por ejemplo: laminina y colageno), haciendo
posible la migracion a través del endotelio. A este respecto, resulta facil comprender
gue la migracion de leucocitos implica que el polo de la célula que avanza establezca
nuevos contactos de adhesién, en tanto que el polo opuesto los pierda; o que no se
conoce hasta el momento es como el leucocito coordina dichos fendmenos de
adhesion y desunion, y qué moléculas exactamente estan involucradas. Sin embargo,
la capacidad que tienen las integrinas para modificar en forma rapida y reversible su
avidez, asi como su intima asociacion con el citoesqueleto, sugieren que estas
moléculas tienen un papel fundamental en la migracion de leucocitos a través del

endotelio y la matriz extracelular.

Modelos de estudio in vitro del endotelio vascular

La gran variedad de funciones que involucran a las células endoteliales en diversos
eventos biolégicos como lo que se han expuesto anteriormente, obliga a estudiarlas
con mas detalle por lo que, ademas de los estudios realizados in vivo, se les ha aislado
y cultivado para estudios in vitro, los cuales permiten conocer varias de las funciones
dificiles de investigar in vivo. Los cultivos de células endoteliales tiene algunas
desventajas, como la incapacidad de mantenerlas en cultivos puros en periodos de

tiempo largos, asi como la incapacidad para identificar las células cultivadas como
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endotelio; por lo que algunos investigadores como Jaffe caracterizaron los cultivos de
células endoteliales derivadas de cordones umbilicales humanos, manteniendo
vigente hasta el dia de hoy el estudio de las células endoteliales (CE) de cordon
umbilical in vitro [74]. Asi mismo se han estudiado las vellosidades sinoviales, el
prepucio, la placenta y el tejido adiposo de la mama y del abdomen. El endotelio del
cerdo ha sido utilizado como modelo animal debido a su semejanza con el de
humanos. Después de dos décadas de investigacion se ha llegado a la conclusion de
qgue el endotelio, lejos de ser un érgano pasivo, tiene funciones vitales que hacen

sospechar que esta estructura es la vida y la muerte del organismo animal [75, 76].

Modelos de estudio ex vivo e in vivo

Los modelos ex vivo implican el paso intermedio entre los modelos in vitro e in vivo,
en ellos el uso de explantes de tejidos, érganos completos de animal u otro organismo
funcionan como el contexto biolégico de estudio, por lo tanto se deben mantaner
viables en las condiciones mas cercanas a las fisiolégicas para que conserven su
funcionalidad durante el desarrollo experimental. Las aplicaciones en la investigacion
cientifica de estos modelos se dirigen principalmente a la farmacologia y toxicologia
para evaluar el dafio al tejido por agente quimicos o farmacos. En enfermedades
cardiovasculares para estudiar la fisiologia de venas y arterias, en enfermedades
musculo-esqueléticas y medicina del deporte para evaluar cambios fisico-quimicos en
tejido muscular de animales y en cancer para estudiar el movimiento y migracion de
células metastasicas de tumores sélidos [77]. Un ejemplo de la aplicacion de los

modelos ex vivo es en el estudio del cancer de mama donde en algunos reportes toman
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en cuenta el microambiente del tumor, utilizando explantes en cortes de tejido de
tumores o tejido normal, manteniéndolos viables. Este modelo de explantes crecidos
ex Vvivo conservan la heterogeneidad del tumor y la estructura 3D. Sus autores han
podido analizar la expresion génica de quimiocinas y probar estrategias de posibles

blancos terapéuticos en carcinomas de mama [78-80].

En los modelos in vivo se utilizan cominmente murinos como ratones, ratas, gerbos,
cobayos entre otros para una gran diversidad de estudios en inmunologia y otras
areas. En el caso de los dos primeros estos pueden ser modificados genéticamente
para silenciar o sobreexpresar citocinas, quimiocinas, receptores de membrana
implicados en inflamacion. A pesar de ello los animales inmunosuprimidos o
inmunocomprometidos se siguen usando a la par o combinados con los modificados
para evaluar los aspectos moleculares de la inflamacién. En los animales transgénicos
o knock out se modifica la expresion génica o se pueden utilizar solo células de estos
o lineas celulares modificadas para inocularse en animales y evaluar su efecto, tal es
el caso de células tumorales o leucocitos modificados en inflamacién asociada a

cancer y otros modelos inflamatorios.

La transfeccion mediante plasmidos o virus ha permitido tener una gran cantidad de
lineas tumorales humanas o murinas para estudios sobre diferentes tipos de tumores.
El incremento en la eficiencia de la transfeccion es esencial para cada tipo celular
utilizado en estudios in vivo. Las observaciones se pueden llevar a cabo en cortes de
tejido fresco y utilizar microscopia de fluorescencia éptica, confocal o citometria de

flujo para el andlisis cualitativo o cuantitativo [81, 82]. Sin embargo, a pesar de las
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ventajas de los nuevos modelos in vivo con animales modificados, estas herramientas
siguen teniendo inconvenientes como el estrés oxidativo de las células transfectadas
o inclusive el uso del mismo ratén inmunodeficiente en lugar de tejido normal , o el
inconveniente de no saber qué tipo celular responde ante un estimulo especifico en
comparacion a otros como en modelos animales de osteoartritis que afecta a
sinoviocitos y condrocitos articulares [83, 84]. Los estudios in vivo aportan, a diferencia
de los cultivos celulares, datos moleculares tejido-especificos de la expresion de
proteinas; por ejemplo, en la metastasis dirigida a hueso se expresan integrinas 3 en
los epitelio pero a cerebro esto no sucede como lo muestras estudios en cancer de

mama [85, 86].

ANTECEDENTES
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El fenomeno de adhesion endotelial inflamatoria se lleva a cabo principalmente en la
microvasculatura (precapilares, capilares y venas postcapilares) e involucra la
expresion de genes para la activacion de células endoteliales las cuales son
heterogéneas en su morfologia, fisiologia y funcion. Sin embargo, una diferencia entre
los genes que se expresan en el estado activado y aquellos que definen el estado
diferenciado de las células endoteliales radica en que la expresion de los primeros es
un fendmeno transitorio en donde la magnitud y la duracién de su expresion es
dependiente de sefiales micro ambientales, como puede ser la presencia de citocinas
pro inflamatorias. Estudios previos que incluyen a nuestro grupo de trabajo han
evaluado la expresion de moléculas de adhesion endotelial inducida por citocinas
recombinantes como TNF-a, IL1-B, interferon-y, entre otras en modelos in vitro de
células endoteliales (HUVEC's). La expresion de Selectina-E o VCAM-1 incrementa
en tiempo de 2-6 horas de activacion junto a una adhesion significativa de células
monociticas de la linea U937 o monocitos de sangre periférica. Adicionalmente
algunas isoformas de ICAM-1 pueden ser expresadas de forma diferencial
dependiendo del estimulo de activacién [87, 88]. Aunque se tienen bien caracterizadas
varias de las moléculas que intervienen en la adhesion firme de leucocitos al endotelio
vascular (selectinas E y P, VCAM-1, ICAM-1, PCAM-1, etc), los modelos in vitro solo
reproducen las condiciones de activacion sin un flujo continuo y sobre una monocapa
de células. Los modelos en animales utilizan venas o perfunden a través de ellas
células leucocitarias o tumorales para estudiar las interacciones in vivo con la
presencia de un flujo laminar o turbulento y cambios en las fuerzas de rozamiento o

shear stress dentro de la arquitectura irregular de un vaso [89, 90]. Estudios en
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modelos in vivo e in vitro sugieren que las fuerzas de rozamiento o el tipo de flujo no
solo afectan la morfologia del endotelio sino su fenotipo y por lo tanto su comunicacion
fisica y quimica con células circulantes [91]. Por ejemplo en modelos animales in vivo,
al disminuir el flujo vascular se favorece el rodamiento y adhesion laxa al sitio de dafio
o infeccion, pero también se sabe que cambio en un flujo laminar a turbulento
incrementan el tiempo de una célula circulante en la superficie del endotelio y por el
contrario, la disminucion del diametro de los vasos incrementa la velocidad de flujo
afectando la adhesién antes descrita pero sin conocer muchos de los mecanismos

moleculares y de las vias de sefalizacion participantes [92-94].

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La interaccion célula-célula es un evento de contacto fisico y quimico importante en
muchos procesos bioldgicos y su alteracién puede favorecer muchas patolégicas como
es el caso en enfermedades inflamatorias, infecciosas, aterosclerosis, diabetes, entre
otras. La caracterizacién de la comunicaciéon quimica y las uniones de moléculas de
superficie entre leucocitos y células endoteliales de los vasos sanguineos esta muy
bien establecida en modelos in vitro, sin embargo in vivo no es muy clara,
especialmente la referente a la adhesion leucocitaria al endotelio activado en
condiciones de flujo por estimulos inflamatorios; debido a esto los modelos animales
son los que mejor han permitido conocer parte de las condiciones fisiol6gicas de estas
interacciones pero no permite saber de los mecanismos moleculares implicados por la

complejidad del numero de variables presentes.
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Los estudios sobre el papel de las fuerzas hemodinamicas como la velocidad de flujo
y las fuerzas de rozamiento, asi como la estructura anatomica de los vasos han
mostrado que estos pueden ser solo algunos de los componentes importantes para el
exito de la adhesion al foco infeccioso o inflamatorio. Los nuevos modelos in vitro
consideran ya la presencia de fuerzas hemodinamicas pero no conservan otros
componentes celulares como fibroblasto y células musculares y la arquitectura
vascular. Es por ello que al desarrollar un modelo ex vivo con venas humanas que
permita controlar las condiciones hemodinamicas, la comunicacion o interaccion de
por lo menos dos estirpes celulares, asi como los estimulos inflamatorios nos permitira
entender mejor a nivel molecular y morfoldégico los mecanismos presentes en

patologias inflamatorias especificas.

HIPOTESIS
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El endotelio vascular humano de cordon umbilical responde a citocinas inflamatorias
como el TNF-a y factores solubles secretados por macrofagos incrementando su
capacidad de secrecién y expresion de moléculas inflamatorias favoreciendo la

adhesion monocitica en presencia de un flujo laminar.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la activacion endotelial basal e inducida de venas humanas en condiciones

de flujo en un modelo ex vivo de vena de cordén umbilical

OBJETIVOS PARTICULARES

. Disefiar un sistema de perfusién de vena humana que permita mantener la
viabilidad e integridad de la vena por lo menos 6 horas, para evaluar la activacion
endotelial ex vivo inducida por citocinas inflamatorias y factores solubles de

macrofagos.

. Evaluar la activacién endotelial de la vena de corddén umbilical en condiciones
de flujo y sin flujo mediante la determinaciéon de moléculas inflamatorias, asi como por

su capacidad de adhesion de células monociticas U937.

MATERIAL Y METODOS
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Obtencion de los cordones umbilicales

Las venas umbilicales se obtuvieron a partir de partos o cesareas eutocicos sin
complicaciones en el hospital de Ginecologia y Obstetricia "Dr. Luis Castelazo Ayala-
IMSS "en la Ciudad de México. Bajo un protocolo clinico previamente aprobado por el
comité de ética del hospital. Una vez recogidas, las venas se seccionaron en
fragmentos de 5 cm, con el fin de realizar tratamientos distintos con la misma longitud.
Las venas se colocaron en recipientes con PBS suplementado con antibidtico-
antimicético (1.5 %). El tiempo de obtencién de la muestra hasta el inicio del

experimento nunca supero las 3 h.

Cultivo de células endoteliales de vena umbilical humana

Las células endoteliales de venas de cordones umbilicales humanas (HUVECS)
fueron obtenidas de acuerdo al procedimiento descrito por Jaffe en 1973 [74]. Los
cordones umbilicales se lavaron y limpiaron con soluciéon salina fisiolégica (SSF)
estéril. Después de canular la vena umbilical, el endotelio vascular se sometié a
disgregacion enzimética agregando 10 ml de colagenasa (tipo 4, Worthington
Biochemical Corporation) al 0.02 %, disuelta en solucidon salina amortiguada con
fosfatos (PBS). Las venas umbilicales ya cargadas con colagenasa se incubaron por
15 min a 37 oC. Al terminar esta incubacion los cordones se frotaron para despegar

las células endoteliales de la lamina basal de la vena, y posteriormente se corto el
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cordon cargado para recolectar las celulas endoteliales disociadas en un tubo estéril

con suero fetal bovino (In vitro, México) [74].

Las células obtenidas por la digestion enzimatica se centrifugaron a 1,200 rpm (800 x
g), por 5 min en una centrifuga Labofuge 400 Heraeus Instruments, rotor 8179. La
pastilla se resuspendié en medio M199 (GIBCO, USA) suplementado con glutamina
(GIBCO BRL) al 1%, 0.1 mg/ml de factor de crecimiento endotelial (Biomedical
Technologies Inc.), 0.1 mg/ml de heparina (Sigma, USA) y 10% de suero fetal bovino
(SFB). Al medio se le adicioné una dilucion del 1% de una preparacion comercial de
estreptomicina y penicilina (GIBCO BRL). Las células se mantuvieron a 37 0C con
humedad relativa del 100% y 5% de COZ2. El primer pasaje se realiz6 sembrando las
células al 80% de confluencia en botellas de cultivo T-125 (Corning, USA) . Las células
HUVECSs fueron incubadas y mantenidas en confluencia hasta antes de ser empleadas
para los experimentos. Dependiendo del tipo de experimento, las células endoteliales
se despegaron de la caja de cultivo con una solucion de tripsina/verseno (GIBCO/BRL)
por 2 min y se resembraron en placas de 48 pozos o en placas de 6 pozos a una
densidad de 30,000 a 50,000 células por pozo para las cajas de 48 y de 250,000 para
las de 6 pozos en medio M-199 suplementado como se mencion6 anteriormente. Los

experimentos se realizaron 24 6 48 h después.

Cultivos de células U937
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Las células de la linea promielocitica humana U937 se obtuvieron de la ATCC
(Manassas, VA, EUA) y fueron mantenidas en medio RPMI-1640 (GIBCO, Rockuville
MD, USA) suplementado con 10% de SFB (GIBCO,Rockville MD,USA) y una dilucion
al 1% de una preparacion comercial de antibidtico/antimicético (GIBCO Rockville MD,
USA). Las células se mantuvieron a 37 0C con humedad relativa del 100% y 5% de
CO2. Para prevenir su activacion por endotoxinas solo se empleé material plastico

nuevo para el cultivo de estas células.

Sistema de perfusién

El sistema de perfusion se disefié utilizando recipientes de vidrio con doble fondo
(Imparlab, Ciudad de México, México), para permitir el flujo de agua (bafio de agua,
PolyScience, lllinois EUA). Las mangueras de perfusion fueron de 3 mm de diametro
para el medio de perfusibn RPMI-1640 y se acoplaron a los reservorios de vidrio. Las
condiciones de presion y velocidad de flujo se controlaron mediante una bomba

peristaltica (Masterflex 7015-20, Cole-Parmer Chicago, IL, EUA).

Determinacion de las fuerzas de rozamiento y flujo
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Para determinar las fuerzas de rozamiento y el tipo de flujo (laminar o turbulento)
dentro de la vena durante los ensayos de adhesion, fue necesario establecer los
valores de la viscosidad (u) y la densidad (p) de los medios completos en ausencia y
presencia de células. Para los ensayos se emplearon 30 ml de RPMI-1640
suplementado, con o sin células U-937 (3x106 células/ml). La viscosidad del medio
RPMI-1640 completo se determindé usando un redmetro PSVO02AB (Brockfield
Engineering Laboratories, Inc. EUA), y se analizo la dependencia de la viscosidad en
funcién de la temperatura. La velocidad angular fue 100g a partir de 10 alicuotas
tomadas durante 2 min, 20 seg cada uno desde 8-30 °C. Los datos se capturaron
usando el programa Rheovision 32v 2.0 y se analizaron con Origen v 7.0. La densidad
media del medio RPMI-1640 se determind pesando 1 ml de medio a 250C y fue 1,007
g/ml con suero bovino fetal y se utilizaron para obtener el nimero de Reynolds (NR =
pDv/y  (Vogel, 1996). El valor obtenido fue de NR < 2,000, lo que indica que la
velocidad de flujo dentro de la vena se comporta como un flujo laminar. El flujo usado
fue de 900 + 100 pl/min, que es la condicion fisiolégica en vénulas humanas de
diametro 1 mm. La fuerza de rozamiento se calcul6 usando la ecuacion para flujos
newtonianos: 7= 6uQ/h2w = (6u/h2w) Q donde T es la fuerza de rozamiento o shear
stress (dinas/cm2); u el coeficiente de viscosidad del fluido; h la altura de la vena; w el
ancho de la vena y Q la velocidad del flujo y se fjaronat1=1,8+0,2yT1=2,2+0,2

dinas/cm2 con la presencia y sin células U937 circulantes respectivamente [95].

Ensayos de histoquimica e inmunofluorescencia
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Para observar la anatomia de la vena humana perfundida desde 0 hasta 6 h en
condiciones hemodinamicas, se seccionaron venas perfundidas y se fijaron en
isopentano (Sigma Aldrich, EUA), para realizar cortes de 7 micras con un criostato
(CM-18950 Sistemas de Leica, EUA) y posteriormente se congelaron a -20 °C. Se
realizaron tinciones con hematoxilina/eosina (HE) y las muestras se observaron
utilizando un microscopio O6ptico Axioscop40 (Carl Zeiss, Jena, Alemania).
Simultaneamente se realizaron tinciones para inmunofluorescencia con anticuerpos
especificos afines a los componentes de la estructura vascular, como el factor de Von
Willebrand o beta sarcoglicanos, esto se realiz6 con anti-cuerpos primarios anti-raton
y conejo (Santa Cruz, CA, EUA) diluidos 1:100 y acoplados posteriormente a
anticuerpos secundarios Alexa Fluor 647 (Molecular Probes, Oregon, EUA). Las
muestras se observaron en un microscopio confocal LSM-510, (Carl Zeiss, Jena,

Alemania).

Ensayos de viabilidad, apoptosis y de liberacion de Lactato Deshidrogenasa (LDH)

El dafio a la membrana y la muerte celular inducida por la perfusiéon durante los
ensayos se determind por la cantidad de LDH liberada en el medio de perfusion
después de una hora de recirculacion de células U937 en la vena humana, ya sea pre-
activada por 2h con TNF-a a una concentracién de 5 ng/ml o sin estimulo. Como
control, se comparo el valor obtenido, con el valor de LDH liberada en el medio de

cultivos estéticos (sin recirculacion) de células endoteliales de cordon umbilical
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humano (HUVEC’s) en las mismas condiciones. En ambos casos las muestras se
centrifugaron durante 5 min a 100 x g y se congelaron a -70 °C hasta su determinacion.
La actividad de LDH se cuantificé utilizando la metodologia descrita por Berry et al.
(1991), utilizando NADH (0.24 mM) y piruvato (9.76 mM) como sustratos y la
absorbancia a 340 nm se cuantificé cada 15 seg durante 2 min en un espectrometro

DU 640 (Beckman, EUA).

La medicion de la viabilidad celular de las venas perfundidas en el sistema de
perfusion fue esencial para los ensayos de funcionalidad y activacion del endotelio por
lo que se midié de forma cualitativa la viabilidad y apoptosis en venas obtenidas (N=
20 en menos de 3 horas antes de colocarse en el sistema de perfusion y en las deméas
determinaciones por lo que el flujo se mantuvo a 1 ml/min en diferentes tiempos de O-
24 Horas en medio RPMI. Al terminar las venas se lavaron y cortaron horizontalmente
como se muestra en la figura 6C y se incubaron con una solucién de Azul Trypan al
0.4% por 5 minutos y después se lavaron 3 veces con PBS estéril. Las imagenes se

tomaron con un aumento de 200x con un microscopio éptico Axioscop 40 de Zeiss.

El ensayo con Anexina V (Molecular Probes, USA.) se utilizé para evaluar las zonas
de células necroéticas y apoptoticas en el tejido vascular expuesto al flujo de 1 ml/min
y por fuerzas de rozamiento de venas obtenidas el mismo dia en menos de 3 horas.
Se tomaron imagenes por microscopia de fluorescencia en sistema FLOID CELL ( Life
Technologies USA ) a 200x de todas las zonas perfundidas de cada vena en un rango

de tiempo de 0.5-24H en cortes transversales frescos.
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La determinacion de la viabilidad de las células U937 recirculantes y sin flujo en el
sistema de perfusion por 2 horas se realizdé contando el niumero de células viables y
contrastando las células muertas con el colorante de azul de Trypan. Cada 5 min se
tomo una alicuota de un ml para contar las células vivas. Las células vivas y muertas
se contaron en una cdmara de Neubauer y se report6 el resultado en porcentaje con

respecto al 100% de células U937 vivas al tiempo inicial.

Medicién de la produccion de éxido nitrico

Para evaluar la respuesta del endotelio a estimulos fisiolégicos en nuestro modelo,
se midio la concentracion de ON en los medios de perfusion y en el sobrenadante de
las células cultivadas. EI ON se determiné utilizando un ensayo colorimétrico basado
en la reaccion de Griess [96]. Se determind la relacién de nitritos/nitratos en el medio
de perfusion y se cuantific6 como una medida indirecta del 6xido nitrico producido en
respuesta a la activacion de TNF-a. La ecuacion de la curva se obtuvo por regresion
de minimos cuadrados y se utilizé para calcular los valores de concentraciéon en las
muestras. Una curva estandar se realizé con KNOS3, y se obtuvo una regresion lineal

R2 =0.997.

Determinacion de citocinas por ensayo de ELISA
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Se utilizaron venas estimuladas y no estimuladas con TNF-a, las cuales se
perfundieron por 2 h, al terminar se lavo la vena por 10 min y se colocé medio RPMI
con y sin células U937 (1x106 cel/ml), recirculantes por 1 h, al terminar el tiempo se
recolectaron los medios y se congelaron a -70°C hasta su utilizacion. Para la
determinacion de la concentracion de citocinas se utilizo el kit de citocinas humanas
ELISA Ultrasensitive 10 panel plex (Invitrogen, EUA), asi mismo se realiz6 una curva
estandar para intrapolar los resultados de las muestras, como se recomienda en el kit.

La concentracion se report6 en pg/ml.

Ensayos de adhesion

La activacion endotelial se determind después de su activacion con TNF-a en
condiciones de flujo, determinando la adhesién de células monociticas U937. La
concentracion de TNF-a seleccionada para utilizarse en los ensayos ex vivo se obtuvo
de experimentos previos en los cuales se realizé una curva de concentracion de TNF-
a, desde 0.5 a 10 ng/ml, en un ensayo de adhesion in vitro de células U937 a las
células HUVEC's. Siendo 5 ng/ml la concentracion con la mas alta adhesion. Al

comenzar los experimentos el sistema se lavo con 2% de detergente biologico Extran
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MA durante 10 min, después se lavo con etanol al 70% durante 10 min y, finalmente,
el sistema se volvié a lavar con PBS estéril durante 10 min. Al iniciar el ensayo se
utilizaron dos segmentos de 5 cm a partir de un solo cordén umbilical, cada uno los
cuales fue colocado en los reservorios bajos. Un segmento se activo con 5 ng/ml de
TNF-a en medio RPMI. El otro segmento de vena se perfundié con medio sin TNF-a.
La velocidad de flujo se establecié a 1 ml/min a 37 °C por 2 h. Al terminar este tiempo
se lavaron las venas con PBS durante 10 min. Las células U937 se marcaron con
succinilmidil-ester-carboxi-fluoresceina (CFSE). Aproximadamente 1x107 células
U937 se incubaron con 5 mM de CFSE en PBS suplementado con 0.5% de albumina
de suero bovino a 37 °C durante 15 min. Posteriormente, las células se lavaron dos
veces con medio RPMI y se centrifugaron durante 5 min a 700 x g. Las células se
resuspendieron en medio completo y colocado en el depoésito para la perfusion de las
venas humanas durante 1 h. Después de la perfusién, las venas se lavaron durante 10
min con PBS y se congelaron en isopentano frio para almacenarse a -70 °C hasta su
corte por criostato (CM-18950 Leica Systems, USA) en rebanadas transversales de 7
micras de grosor. La adhesion celular se evalu6 al contar el numero de células en la
superficie endotelial en imagenes de la luz del vaso reportadas por mm2 en 25 campos
independientes. La observacion se realiz6 en un microscopio epiflourescencia LSM-

510, (Carl Zeiss, Jena, Alemania).

Analisis de los datos
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Los datos se presentan como medias + SD de cinco experimentos independientes
realizados por triplicado. Las pruebas de One-Way ANOVA, seguido por el andlisis de
varianza de Tukey-Kramer se utilizaron para comparar entre las muestras. Un valor de

p menor de 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

RESULTADOS
Montaje del sistema de perfusion

El disefio de nuestro sistema se baso en los disefios para estudios de la fisiologia
hepatica y su perfusion, pero fue adaptado al tamafio (de los reservorios) de las venas
del cordén umbilical humano y al volumen de medio empleado; el esquema en la figura
4A muestra los componentes minimos que lo constituyen y el sentido del flujo a partir

de una bomba peristaltica. A diferencia de cualquier modelo experimental no comercial
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conocido, el nuestro como se indica en la figura 4B esta constituido de dos depdsitos
y no uno, que permiten la perfusién independiente de dos segmentos separados de
cordon umbilical. Un controlador de flujo permite controlar el paso del medio que viene
de los reservorios altos. Los reservorios bajos conservan a 37°C al cordon y un

sistema de venoclisis estéril sirve para la circulacion del medio.
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Figura 4.-Sistema de perfusiéon de venas humanas. A.- Esquema del sistema de perfusion indicando la direccion
del flujo a través de sus componentes. B, C y D. Se muestran imagenes de los componentes. Las flechas azules
indican el cordén umbilical y la bomba peristaltica. Las flechas amarillas indican los reservorios donde se coloca el

cordén umbilical.

Evaluacion de la integridad de la vena umbilical con flujo
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La identificacion de las estructuras de la vena humana una vez perfundidas en nuestro
sistema se evalu6 empleando la tincion de Hematoxilina-Eosina (HE) y por
inmunofluorescencia. La Figura 5A apoyada de la 5C muestra un corte de vena donde
se observan las tres capas consecutivas que constituyen una vena, como son la tanica
intima (TI), la tanica media (TM) y la tanica adventicia (TA). Utilizando la técnica de
inmunofluorescencia (IF) se marcé al factor de von Willebrand, especifico de células
endoteliales (Figura 5B), los nucleos se observan en azul marcados con Hoechst.
Estos resultados mostraron que nuestro modelo permite conservar la arquitectura
vascular después de la perfusiéon, lo que es muy importante para los ensayos de

adhesién posteriores.
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Figura 5. Identificacion de componentes de la vena humana. A muestra una imagen de la vena tefiida con
Hematoxilina-Eosina indicando la tinica intima y la media. B Muestra un corte transversal de vena humana
perfundida tefiida con anti-FVW en rojo y los ndcleos en azul con Hoeschst. La autofluorescencia de la lamina
elastica se observa en verde. C la imagen muestra la sobre posicién de la imagen de luz visible y de fluorescencia.
La lamina elastica interna se observa en azul. (autofluorescencia) y las células en verde por HE. C y D muestran

esquemas de los componentes de la vena en cortes transversales.

Las venas se tifieron con HE como se describe en material y métodos, para marca
los componentes de las venas perfundidas. TA: tanica adventicia, TM: Tunica media,
E: endotelio, TI: Tunica intima. Se emple6 una tincion por IF para el factor de von
Willebrand para marcar el endotelio. Los nucleos se marcaron con Hoechst (azul), y
las células del musculo liso de la vena se visualizaron con el marcaje de beta
sarcoglicanos (rojo). La flecha azul en el esquema indica la zona marcada en cada

figura.

Viabilidad, Apoptosis e integridad celular del endotelio vascular y de células U937

circulantes.

La conservacion del tejido vascular por las condiciones de perfusién empleadas, debe
ir a la par de mantener la integridad celular y su viabilidad durante los ensayos de
activacion endotelial, por lo que se evaluo el dafio celular por efecto del flujo y la
activacion con TNF-a, en venas perfundidas, activadas o no con TNF-a. Esto se

realizd6 mediante la observacion de las células apoptoticas y muertas por un kit de
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anexina V y por azul de Trypan en diferentes areas de la vena perfundida de forma
cualitativa y como un tercer criterio del dafio a las células endoteliales se midi6 la

liberacion de Lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio de perfusion.

Los resultados del ensayo con azul de Trypan en venas humanas muestran
claramente la ausencia de células muertas en el tejido antes de las 6H de perfusion y
la presencia de células muertas con coloracion azul después este tiempo de perfusion
con medio o con TNF-a. Como se observa en la Figura 6A a las 24 horas se observan
células bien definidas en azul indicando una zona de células no viables (circulo azul)
y de manera similar se observan células muertas en el control de muerte con células

fijadas con PFA al 4%.

Los resultados del ensayo de Anexina/loduro de propidio mostraron que en un rango
de 0.5-24 horas las venas no mostraron células apoptoticas ni necroticas antes de las
6 horas sin embargo después de este tiempo empieza ser frecuente su presencia y
abundancia en algunas zonas del tejido, especialmente en zonas cercanas a los
extremos del corddén y son muy frecuentes y abundantes de las 12 horas en adelante,
estas zonas se muestran en la Figura 6B encerradas en circulos amarillos. En conjunto
estos resultados indican que en la mayor parte del cordén umbilical perfundido con y
sin TNF en presencia y ausencia de flujo la mayoria de las células se mantienen viables
en un lapso de 0-6H ya que a partir de ese tiempo comienza el incremento de zonas
necroticas en los extremos de la vena y se vuelven abundantes después de las 24

horas. Por lo tanto los ensayos de activacion y adhesion que implican tiempos de 2 y
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3 horas mas el tiempo de los lavados puede llevar hasta 4 horas por lo que la mayoria

de las células de las venas parecen mantenerse viables en este tiempo.

ENSAYO DE VIABILIDAD ENDOTELIAL (AZUL) TRYPAN

CORDON ‘
UMBILICAL /

Aréa‘observada
(&re "
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Figura 6.- Viabilidad e integridad del endotelio vascular. A representa una serie de imagenes de venas cortadas
horizontalmente con marcaje del azul de trypan con células muertas tefiidas de azul de 0 H-24 H y un control con
PFA. B se muestra una serie de imagenes de 0.5.H-24H de la vena perfundida y tefiida con un kit de apoptosis con
anexina (células verdes) y ioduro de propidio (células rojas). El area del circulo amarillo o azul muestra la presencia

de células muertas en Ay B.

Los resultados del andlisis de la liberacion de LDH en el medio de perfusion
presentados en la Tabla 1, indican que solamente un 15% de LDH fue liberada por las
venas perfundidas cuando no estan activadas, este valor fue semejante al obtenido
para los cultivos de células HUVEC's sin presencia del flujo. Sin embargo, dichos
valores fueron mayores a los obtenidos por las venas activadas con TNF-a y a las
células activadas in vitro. Estos datos muestran que la perfusion a 1 ml/min no afecta
la integridad de la membrana del endotelio vascular, mientras que el endotelio activado

resiste mejor las condiciones en el sistema de perfusion.

Tabla 2.- Andlisis de LDH en el medio de venas perfundidas con y sin TNF-ay cony
sin células U937 por 2 horas. Se muestra la desviacion estandar (+). Los asteriscos

(*)indican las diferencias significativas con respecto a su control sin TNF-a, y el
doble asterisco con respecto a las células in vitro (Anova p< 0.05).

In vitro Ex vivo
Sin TNF-a 15.4+0.1 14.7+6.1
TNF-a 33101 * 5.87+0.9 *
Sin TNF-a + U937 11.4+3.3 38.242.4* *
TNF-a + U937 11.2421 38.142.2 **
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En los experimentos donde se recircularon las células U937 a las venas perfundidas
o a los cultivos HUVEC's sin activar (para el ensayo de adhesion 2 Horas), se
incrementod el nivel LDH en el medio aumentando a 38.2% y 11.4 % respectivamente
en presencia de células U937 en comparacion a donde estan ausenten
independientemente si estuvieran activadas las venas o los cultivos in vitro (Ver tabla
1). Elaumento en la liberacién de LDH en los medios de recirculacion de células U937
se puede interpretar como el dafio de estas células por la perfusion completa en el
sistema y no por el dafio al endotelio en ambos modelos. En consecuencia a la par de
evaluar la viabilidad del tejido vascular por el método de Azul de Trypan, Se midio la

viabilidad de las células circulantes en el sistema de perfusion sin venas presentes.

Se evalud la viabilidad en base al nUmero de veces que recirculaban en el sistema las
células y posteriormente se contaron las células viables en los tiempos de los ensayos
de 2 y 3 horas. Los resultados se muestra en la Grafica 1 donde se observa la
comparacién del porcentaje de numero de células al final de cada ensayo y de 1 a 4
vueltas completas en el sistema, mientras que la grafica 2 muestra que al mantenerse
en 2 vueltas Unicamente, las células se mantienen arriba del 90% de viabilidad como

se observa en ausencia de flujo.
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Gréfica 1.- Se muestra la relacion del porcentaje de células verdes U937 tefiidas con CFSE con respecto al tiempo,
después de la recirculacion completa (1, 2 y 4 veces) en el sistema de perfusion por dos horas. Se muestra los

promedios con las barras de la desviacion estandar de 5 experimentos independientes por triplicado cada uno de

ellos
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VIABILIDAD DE LAS CELULAS U937 POR AZUL DE TRIPAN
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Gréfica 2.- Andlisis de la viabilidad por azul de trypan de las células u937 circulantes en el sistema de perfusion por
dos horas. Se muestran los promedios de 5 experimentos independientes por triplicado cada uno de ellos con las

barras de la desviacién estandar.

Determinacion indirecta de la produccion de éxido nitrico por la reaccion de Griess y

el andlisis de citocinas inflamatorias por ELISA

Para verificar si el endotelio vascular era capaz de responder a los estimulos
inflamatorios, se cuantificé la produccién de ON y de citocinas inflamatorias. La curva
estandar para la cuantificacion de nitritos present6 un rango lineal entre 5y 50 uM de
KNO3, con un coeficiente de regresion lineal r> =0.997. El indice de la concentracion
basal de nitritos en el medio de la vena perfundida fue 23.24 mm + 6.7. El medio de
perfusibn de las venas tratadas con 5 ng/ml de TNF-a mostraron un aumento
significativo del 50 % (p < 0.05) ya que fue de 39.27 + 4.1. Asi mismo, se cuantificé la

produccion de citocinas inflamatorias en condiciones de flujo de las venas humanas
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con y sin TNF-q, y en presencia o ausencia de células U937 por 2 h de activacion y
una hora de circulacion de células U937. El andlisis de citocinas se realizd por un kit
multiplex de ELISA en el medio de perfusiébn de venas activadas. Los resultados
mostraron un aumento significativo en pg/ml en la produccion de TNF-qa, asi como IL-
4, GM-CSF, IL 6 e IL -8 con respecto a las venas sin TNF-a en condiciones de flujo
(Figura 7). Los medios de las venas estimuladas con TNF-a sin células circulantes
liberaron IL-8 y TNF-a después de 2 h de activacién y 1 h adicional en comparacion

con las venas sin la citocina circulante.
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Gréfica 3.- Determinacion de citocinas inflamatorias. Se muestra la concentracién con respecto al tipo de citocina
en presencia de flujo con y sin TNF-a por dos horas y con o sin células U937 por 1 hora. Los asteriscos * indican
la significancia con respecto a la presencia de esa citocina en venas no estimuladas y sin células circulantes. El

doble asterisco ** indica la significancia de la vena no activada con células con respecto a la no activada y sin
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células U937. Se muestran los resultados de 3 experimentos independientes por triplicado cada uno de ellos (ps

0.05)

Ensayo de adhesion celular

Se realizaron ensayos de adhesion in vitro con la finalidad de estandarizar el conteo
de células marcadas con CFSE en lugar de timidina tritiada (H3) como se hace
regularmente en ensayos de adhesion de células U937 a HUVEC's, por lo que se
realizaron curvas de concentraciones del colorante para homogenizar el marcaje, y
posteriormente ensayos de adhesion con diferentes concentraciones de TNF-a para
activar el endotelio. Finalmente se realiz6 un Ultimo ensayo para elegir el minimo
tiempo de activacion endotelial y de circulacion de células U937 para evitar tener
mucho tiempo el corddén en el sistema de perfusion y evitar su contaminacién por
microorganismos. Se eligié el tiempo de 2 horas de activacion y 1 hora de adhesion
para el ensayo ex vivo. La adhesion se cuantificé evaluando el nimero de células U937
sobre la superficie endotelial en la luz del vaso de cortes horizontales y transversales
de venas tratadas y no tratadas con 5 ng/ml de TNF-a (Figura 8). Las imagenes
mostradas en la figura representan los ensayos in vitro y las imagenes tomadas por
microscopia de fluorescencia y confocal para contar las células que permanecen
después de los lavados al terminar el ensayo. Los resultados mostraron un aumento
significativo de 7.1 veces mas células U937 adheridas a las venas perfundidas
activadas con TNF- a (175.71£12.3 cel/mm?) en comparacién con las venas no
activadas (15+6.9 cel/mm?). Los resultados ex vivo muestran un menor nimero de

células que en los ensayos in vitro debido a la presencia del flujo. Las células contadas
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si bien parecen estar adheridas después de ser lavadas con PBS por 10 min (ver figura
8l), no podemos asegurar que el 100% de las células monociticas estan adheridas, ya
gue la morfologia y arquitectura de la vena del cordon puede contribuir a mantenerlas

dentro de la vena.

2K Sin TNF-a 3 TNFoy Sin Flujo
~ ot

]

€8 Sin TNF-a —
AUTO

U937 CELL

ENDOTHELIUM I

15%6.9 cel/mm? 175.71%+12.3 cel/mm?

Figura 8.- Ensayos de adhesion de células U937 al endotelio vascular in vitro y ex vivo. A-C imagenes de

fluorescencia y luz visible sobrelapadas para mostrar el incremento de U937 marcadas con CFSE (verdes) en
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presencia o ausencia de TNF-a sobre células HUVEC's. D-F imagenes de fluorescencia de cortes longitudinales
de venas perfundidas con y sin flujo y con y sin TNF-a mas U937 sobre el endotelio vascular (nlcleos rojos tefiidos
con loduro de propidio). G-H imagenes de reconstrucciéon 3D por microscopia confocal para mostrar la adhesion de
U937 verdes en el endotelio (ndcleos en rojo). | La imagen de fluorescencia muestra la adhesién sobre la superficie
endotelial de una célula U937 tefiida con CFSE. Las flechas indican a las células U937 en verde o amarillo y a al
endotelio en rojo. Los datos muestran el nimero de células +/- SD de 5 experimentos independientes. p <0,05.
La activacion endotelial ex vivo por TNF-a debe estar dirigida por diferentes
moléculas de adhesion como Selectina E, P, VCAM-1, ICAM-1, PCAM-1 y sus contra
receptores en leucocitos, como se ha demostrado in vitro en distintos modelos
inflamatorios. Ensayos de activacién in vitro y ex vivo se realizaron en tiempos cortos
para evaluar la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio. Las venas
activadas y no activadas con TNF-a durante 0.5, 1, 2 y 2.5 h se fijaron y se tifieron por
inmunofluorescencia para evaluar la expresion de Selectina E, RAGE, VCAM-1 e
ICAM-1. Los resultados completos solo para ICAM-1 se presentan en la Figura 9. Los
cambios son visibles en presencia de ICAM-1 hasta las 2 h en el endotelio activado
con respecto a las venas perfundidas sin la citocina. Las moléculas Selectina E y
RAGE se midieron sin encontrar cambios en estos tiempos con respecto al basal, pero

por western blot a 3 horas se observa un incremento en Selectina E y en ICAM-1

(Datos preliminares no mostrados).

76



Sin TNF-a

Luz de la Vena Luz de la Vena
umbilical umbilical

Figura 9.- Ensayo de inmuno-fluorescencia para evaluar la presencia de ICAM-1. A-B imagenes de la adhesion de
células U937 con CFSE a células HUVEC s después de dos horas de activacion con y sin TNF-ay 1 H e incubadas
con anti-ICAM-1 y anticuerpo secundario con Alexa 647 (rojo). C y D imagenes de cortes transversales de venas
perfundidas con y sin TNF-a marcadas con anti-ICAM-1 y anticuerpo secundario con Alexa 488 (verde). La barra

indica la distancia en micrometros = 100 ym.
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DISCUSION

En este trabajo se desarroll6 un modelo ex vivo de vena de corddn umbilical
humano mantenidas viables en condiciones de flujo laminar con la finalidad de estudiar
las interacciones célula-célula entre leucocitos y el endotelio vascular en un proceso
inflamatorio. El estudio de las interacciones celulares ha sido ampliamente estudiado
en modelo in vitro sin flujo [97-100], en los dltimos 20 afios los modelos de inflamacion
in vitro han permitido conocer muchas de las moléculas involucradas en estas
interacciones, mientras que los modelos in vivo y recientemente ex vivo, han permitido
conocer la fisiologia de los tejidos involucrados y la arquitectura del microambiente

inflamatorio [101-103].

Los sistemas in vivo y ex vivo aportan actualmente un contexto mas cercano a las
condiciones fisiolégicas y patolégicas del proceso inflamatorio, ya que comienzan a
considerar la presencia de las fuerzas hemodinamicas [104-106]. Las fuerzas de
rozamiento, el flujo laminar, turbulento y oscilatorio pueden modificar el fenotipo
endotelial favoreciendo o inhibiendo la expresiéon de moléculas inflamatorias [107-
110]. La interaccion entre distintos tipos celulares del microambiente también es
importante para conocer la activacion de células leucocitarias, de células endoteliales,
epiteliales, fibroblastos, entre otros que juegan un papel especifico dependiendo de la

zona de inflamacion y de los estimulos inflamatorios.
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El disefio de un sistema ex vivo de vena humana en condiciones de flujo debe
permitir controlar la velocidad de flujo y fuerzas de rozamiento en un medio que
mantenga viable la vena a la temperatura fisiol6gica. La utilizacién de venas de aorta
bovina, caninas o0 humanas han servido para estudios de aterosclerosis humana, sin
embargo esta venas no tienen el tamafio de vénulas mas pequefias que son las que
tiene contacto con muchos tipos de leucocitos para adheririse y llevar a cabo la
extravasacion al sitio de dafio. La vena umbilical humana ha sido utilizada para la
obtencion de cultivos primarios de células endoteliales (HUVEC’s) durante mucho
tiempo [111, 112]. Los estudios en estas células han aportado conocimiento sobre la
funcién del endotelio vascular, ya que conservan el fenotipo de venas mas pequefias

y responden a diferentes estimulos angiogenicos, inflamatorios, etc [113, 114].

Nuestro grupo de trabajo ha trabajado ampliamente con HUVEC's para estudiar la
activacion y adhesion por citocinas inflamatorias, factores solubles de macréfagos y
de células tumorales. Estos estudios muestran fenotipos especificos de las células
endoteliales dependiendo del tipo de activacion, con incrementos en la expresion de
moléculas de adhesion como Selectina E, VCAM-1, ICAM-1 e integrinas en tiempos
de 2-12 horas [87, 115]. La activacion de estas células ha permitido evaluar cambios
significativos en la actividad del factor de transcripcién NFkB a través de la via clasica
del dimero P65/P50 [116]. Una pregunta elemental en estos estudios ha sido; si estos
eventos reflejan lo que sucede en la activacion in vivo por factores circulantes sobre el
endotelio vascular en el microambiente inflamatorio. Las preguntas siguientes son

¢Las mismas moléculas intervienen para mantener la adhesion leucocitaria y en el
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mismo lapso de tiempo ? o bajo diferentes tipos de flujo ¢, Como se adhieren las células
leucocitaria al endotelio, cambian su morfologia ¢y con la presencia de la matriz

extracelular y fuerzas de rozamiento cambia su fenotipo ?

Sistema de perfusion de venas humanas umbilicales

El sistema de perfusion de cordon umbilical utilizado en este proyecto es semejante
a otros desarrollados anteriormente para obtener células de érganos o fijarlos con
formalina. El funcionamiento del sistema es similar al de perfusion de Organos
animales para estudios fisiologicos de las venas grandes o arterias que utilizan
componentes comunes, como son las mangueras de perfusién de sangre o medio con
reguladores de flujo, la bomba peristaltica y los medios de perfusion. Los reservorios
fueron diseflados para un uso exclusivo en cordones umbilicales, pero podrian

modificarse para otro tipo de venas u 6rganos [117, 118].

Nuestro sistema a diferencia de otros modelos permitié perfundir dos cordones de
forma independiente al mismo tiempo. El sistema esta acoplado a una bomba
peristaltica que puede desacoplarse para trabajar sin flujo o colocarse otro tipo de
bomba solo cambiando los conectores a la misma. Los reservorios pueden cerrarse
para evitar perdida de calor y entrada de microorganismos y permiten la entrada de la
inyeccion de una mezcla de oxigeno y bioxido de carbono para controlar la

contaminacion del medio y el cambio en el pH del medio.
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El sistema desarrollado permite fijar diferentes variables como la velocidad de flujo,
la temperatura, la viscosidad del medio, las fuerzas de rozamiento, el tiempo de
perfusion, el tipo y volumen de medio, asi como el tipo de moléculas perfundidas y el

tamano de la vena umbilical.

Viabilidad e integridad del endotelio

Nuestros resultados muestran que el porcentaje de viabilidad de la vena umbilical se
mantuvo dentro de los rangos reportados en otros modelos de perfusiéon donde
emplean venas safenosas y de aorta bovinas y caninas [104, 105, 119], en los cuales
han reportado que se preserva la viabilidad celular desde 1 h hasta cinco dias,
manteniendo la funcionalidad del endotelio. Para el propdsito de este trabajo solo fue
necesario mantener la viabilidad e integridad del tejido por un lapso de tiempo no
mayor a 5 h, sin embargo el modelo permite aumentar el tiempo para realizar otro tipo
de ensayos. Para ello, solo habria que cerrar herméticamente los reservorios, evitando

asi, una posible contaminacion del medio de perfusion por microorganismos.

Las células endoteliales de la zona perfundida de la vena se mantuvieron viables e
integras hasta las 6 horas de perfusion con y sin TNF-a. Se identificaron algunas zonas
de células necréticas en los extremos del corddn perfundido después de las 6 horas
gue aumentan después de las 12 horas de perfusion. En el caso de las células U937
perfundidas para los ensayos de adhesion se mantuvieron viables en condiciones de

flujo si solo se perfunden menos de 3 veces por el sistema completo. Es decir el paso

81



de cada célula 3 veces por la vena. En contraste sin flujo las células se mantuvieron

100% viables durante los tiempos de los ensayos.

Funcionalidad de la vena umbilical

En las condiciones de flujo laminar de 1ml/min y de fuerzas de rozamiento de 2
dinas/cm? el endotelio vascular no induce la produccién de éxido nitrico a menos que
haya cambios en cualquiera de los dos parametros que lleven a flujos turbulento o
bajas velocidades de flujo [120, 121]. El cordon perfundido con TNF-a por dos horas
incremento la presencia en el medio de éxido nitrico de forma significativa siendo un
indicador de que el endotelio en condiciones de flujo responde a la presencia de TNF-
a mas que al flujo o variaciones en el mismo [122]. La liberacion de 6xido nitrico por
citocinas proinflamatorias como el TNF-ao IL-13 favorece la vasodilatacion de la vena
permitiendo la adhesién de macrofagos y polimorfonucleares in vitro y en modelos
animales [123]. Sin embargo mantener el flujo laminar en todo el cordon puede
favorecer que la célula no incremente su capacidad adhesiva sin la célula no tiene un
contacto directo con la citocina por la presencia del mismo en el lapso de tiempo de
activacion de 2 horas por lo que posteriormente medimos la produccion de citocinas
para saber si el endotelio se activa por TNFa incrementando la liberacion de factores

inflamatorios.

La presencia de TNF-a circulante en la vena endotelial por dos horas incremento
la presencia en el medio de perfusion de citocinas como el propio TNF-a y quimiocinas

como IL8 las cuales favorecen el reclutamiento de leucocitos in vivo. Los medios de
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macrofagos activados liberan citocinas como TNF-a, IL1-B, IL6 e IL8 que favorecen la
adhesividad de leucocitos al endotelio in vitro, asi como la translocacion de la
subunidad p65 del factor NFkB [124, 125]. En ausencia de células U937 el medio de
venas activadas expreso principalmente niveles altos de TNF-a pero bajos de IL8. Se
sabe que el TNF-a incrementa la expresion de su propio gen via NFKB en cuestiéon de
horas y de quimiocinas entre ellas IL8. La presencia de células U937 durante una hora
de circulacion en las venas activadas mostro niveles menores de TNF-a a las 3 horas
de la medicion, y mayores de IL8, este incremento puede ocasionarse debido a que al
tener contacto fisico ambas células se mantiene la produccién de IL8 por el endotelio
activado, incrementando también su produccion por linfocitos y macrofagos activados
en circulacion y adheridos [126, 127]. Esta quimiocina se expresa por monocitos y
linfocitos en tiempos cortos de minutos a horas favoreciendo junto a otras quimiocinas
como MIP1-a y B el reclutamiento de mas leucocitos al sitio de inflamacién [128]. Se
sabe que a bajas velocidades de flujo con fuerzas de rozamiento menores a 3
dinas/cm?, puede haber produccion de IL8 que incrementa con forme pasa el tiempo
hasta 8 h en modelos in vitro. En las venas activadas con células U937 circulantes se
incrementd también la IL-4, Esta citocina puede producirla el endotelio o macréfagos
y polimorfonucleares y en estudios in vitro favorece la transmigracion de eosinofilos
incrementando la expresion de moléculas de adhesion como P-selectina, VCAM-1 e
ICAM-1 aun en condiciones de fuerzas de rozamiento [129-131]. Finalmente un
incremento significativo con respecto al control sin TNF-a de GM-CSF en el medio de
las células activadas se observo a la hora de perfusion con U937, sin embargo estas

concentraciones no se han asociado a una activacion de células endoteliales o de
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polimorfonucleares, sin embargo concentraciones mas altas (5 ng/ml) pueden
favorecer la adhesion al endotelio de eosinofilos en condiciones de flujo con un

incremento en la expresion de VCAM-1 [132-134].

ADHESION AL ENDOTELIO VASCULAR EX VIVO

La interaccion leucocito/endotelio en condiciones de flujo y fuerzas de rozamiento ha
sido caracterizada en diferentes tipos celulares sobre el endotelio, por ejemplo
monocitos, eosinofilos, neutrofilos, basofilos, linfocitos T o B, células dendriticas,
macrofagos locales y sobre células endoteliales de venas, arterias, de
microvasculatura, epiteliales, fibroblastos o sobre matrices artificiales [135-137]. Asi
mismo para cada modelo se utilizan condiciones con bajo flujo o muy alto, es decir
menos de 2 dinas/cm? o mayores hasta 20 dinas/cm? dependiendo si son en venas o
arterias las condiciones del microambiente inflamatorio. La adhesion leucocitaria al
endotelio se ha medido en condiciones de flujo, estaticas (sin flujo) o con variaciones
del mismo a lo largo del tiempo dependiendo del contexto fisioldgico o patoldgico. Las
herramientas empleadas para medir el nUmero de células adheridas, se dirigen

principalmente a la microscopia 6ptica, de fluorescencia, confocal y electrénica.

En nuestro sistema se cuantifico la presencia de células U937 dentro de la vena
humana en condiciones de flujo y con TNF-a a las 2 horas, las herramientas
empleadas fueron la microscopia confocal utilizando células marcadas con colorantes

vitales. Se realizaron experimentos in vitro para elegir la cantidad de células U937 a
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utilizar y los tiempos y concentraciones de TNF-a para la activacion. A diferencia de
los ensayos estaticos la adhesion fue menor en los ensayos ex vivo con perfusion,
pero permitid un facil conteo por area a lo largo de toda la vena perfundida en cortes
horizontales y transversales. La activacion a las 2 horas con una hora mas de perfusion
de células U937 se leigio en base a que después de 5 horas de perfusion (contando
los tiempos de lavados de la vena) se contaminaba el emdio con bacterias (datos no
mostrados). Al disminuir el tiempo de activacion de 3 a 2 horas y de 3 a 1 de circulacion
de U937 se mantuvo una adhesion significativa donde no influyera la activacién por
contaminacion por la exposicion de la vena y el medio al ambiente durante el tiempo
del ensayo. Este control mejoro al colocar una tapa al reservorio y cubrirlo para
mantenerlo lo mas aislado posible, pero no se completaron los demas ensayos en
estos tiempos. Experimentos previos con un mayor numero de células perfundidas en
el cordon y evaluadas por microscopia electronica mostraron un mayor namero de
células U937 sobre la superficie endotelial en comparacion a los resultados aqui
mostrados sin embargo al disminuir el nimero de células y el uso de la microscopia
electrénica, se permiti6 mayor viabilidad, manejo, facil conteo del numero de células
U937 vy el costo del uso de este tipo de microscopio. La adhesion ex vivo por tanto
debe ser monitoreada en tiempo mas largos para observar cambios en la adhesién y
poder evaluar diferentes tipos de moléculas que puedan estar involucradas en esta
adhesién ex vivo inducidas por las diferentes citocinas presentes en el medio de
perfusién. En trabajos previos de nuestro grupo la adhesién in vitro a las 3 horas de
activacion y de por lo menos 2 horas de presencia estatica de monocitos incrementa

la adhesion y expresion de moléculas de adhesion como VCAM-1, ICAM-1 y selectina
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E [87], sin embargo en los tiempos del ensayo ex vivo no hubo cambios en la
presencia de estas proteinas por inmunofluorescencia y solo mostramos un
incremento de la expresion temprana de ICAM-1 la cual tiene un punto maximo de
expresion entre 6-12 horas mientras que otras moléculas como VCAM-1 lo hacen

hasta las 24 horas dependiendo del estimulo.

Se sabe que otras moléculas como RAGE u otros receptores de la familia de las
inmunoglobulinas pueden ayudar a la adhesion de leucocitos o células tumorales en
modelos animales y de células HUVEC's [138]. RAGE es una molécula que no lo sirve
para unirse a los productos finales de glicosilacion avanzadas (AGE’s) sino también a
moléculas intracelulares o de unién al ADN como S100-1 y HMGBL1 respectivamente.
La activacion de RAGE por estas moléculas favorece la inflamacion cronica y la
activacion de NFkB en modelos de inflamacion en aterosclerosis, dafio pulmonar,

cancer, entre otros [139-141].

Finalmente se evalué por Western blot (resultados preliminares) la expresién de
ICAM-1 y selectina E en cortes de venas activados con TNF en tiempos de 3hy 4 h
observandose cambios en la expresion proteica en condiciones de flujo y con células
U937 circulante por 1y 2 horas. Si estos resultados se mantienen permitirdn corroborar

el papel de estas moléculas en la adhesion ex vivo con flujo por TNF-a.

86



CONCLUSIONES

La activacion por TNF-a ex vivo en el endotelio humano en presencia de un flujo

laminar semejante al de vénulas humanas indujo la secrecion de 6xido

nitrico y la produccion de moléculas pro inflamatorias, asi como el incremento en la
expresion proteica de la selectina E y de ICAM-1. Estos cambios se asociaron a una

mayor presencia de monocitos en la superficie endotelial vascular.

PERSPECTIVAS

El ajuste de los reservorios para cerrarse completamente permitira extender los
tiempos de los ensayos para evalular la expresion de moléculas de adhesion evitando

problemas de contaminacion.

Es necesario completar la determinacion de la expresion génica y proteica de ICAM-
1 en una curva temporal (0.5, 1, 2, 3, 6 horas) la adhesion de monocitos U937, asi
como de selectina E y VCAM-1 para asegurarnos que estas moléculas estén

implicadas en la adhesion laxa o firme al endotelio ex vivo.

La activacion endotelial por factores solubles secretados por macréfagos o linfocitos
asi como células tumorales, puede ser medida para evaluar cambios en la adhesividad

del endotelio en estas condiciones hemodinamicas por varias vias de activacion.
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RESUMEN

Los procesos inflamatorios son reconocidos como parte de la etiologia de una gran
cantidad de enfermedades cronico-degenerativas. La interaccion entre las células del
sistema inmunoldgico con las células locales, y moléculas como citosinas y
quimiocinas, permiten la activacion celular y la amplificacibn de la respuesta.
Actualmente se reconoce la importancia de factores fisicoquimicos como el flujo
vascular, fuerzas de rozamiento y presion, durante este evento, puesto que modulan
expresion génica y activacion endotelial; pero existen pocos estudios que recreen
dicho microambiente celular. Por ello, surge la necesidad de disefiar nuevos modelos
gue simulen condiciones cercanas a las fisiologicas. Nuestro objetivo fue establecer
un modelo ex-vivo de vena humana, que permitiera activar al endotelio en condiciones
de flujo, para estudiar los componentes moleculares de la adhesion, considerando
parametros fisicoquimicos como flujo y rozamiento. Se emple6 la vena endotelial
umbilical humana, la cual se activé con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), para
determinar la adhesion de células monociticas U937 circulantes, asi como la secrecion
de citocinas y la expresion de la molécula de adhesion ICAM-1. Este modelo permitira
estudiar la adhesion leucocitaria en condiciones de flujo empleando distintos estimulos
inflamatorios, asi como las vias de sefializacion implicadas en diversas patologias.

PALABRAS CLAVE: Endotelio, adhesién, inflamacion, flujo vascular, perfusion.

ABSTRACT

Characterization of an hemodynamic ex vivo model, to study endothelial activation by
TNF-a in prefunded human veins.

Inflammation is recognized as part of the etiology of numerous diseases. The
interaction among cells of the immunological system with local cells and molecules
such as cytokines and chemokines, allows cellular activation and response
amplification. The importance of several physicochemical factors like frictional force,
vascular flow, shear stress and pressure, is now recognized because they are known
to modulate genetic expression and endothelial activation; however, they are very rare
studies that recreate such cellular microenvironments. Hence, it is of paramount
importance to develop new models that will mimic physiological conditions. Our aim
was to improve a human vein ex-vivo model that would allow endothelial activation in
flow conditions, to study the molecular components during adhesion, taking into
consideration physicochemical parameters such as flow and shear stress. Endothelial
umbilical human vein was used and activated with TNF-a in order to determine U937
monocytic cells adhesion, as well as cytokines secretion and ICAM-1 expression. This
model will allow leukocytary adhesion studies, using different inflammatory stimulus,
along with the signaling pathways involved in several pathologies.
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INTRODUCCION

En la actualidad, los procesos inflamatorios son reconocidos como parte de la etiologia
de una gran variedad de enfermedades cronico-degenerativas como la diabetes y el
cancer. Este tipo de procesos involucran no solo a leucocitos y monocitos residentes
de los tejidos, sino también otros tipos celulares como los fibroblastos, las células
epiteliales, musculares y endoteliales. De manera que comprender la interaccion de
las células del sistema inmune con su microambiente se ha convertido en un requisito
para entender el proceso inflamatorio a nivel celular y molecular (1,2). En este
contexto, la adhesion leucocitaria al endotelio vascular es elemental para el
advenimiento de los distintos tipos celulares al sitio de dafio o infeccion. Actualmente
ya han sido identificadas distintas moléculas involucradas en este proceso, tales como
factores de crecimiento, quimiocinas y citosinas, entra las que destacan VEGF, IL8,
MIP-1a, TNF-qa, IL1-B, INF-y. Ademas de moléculas de adhesion como selectinas,
integrinas, inmunoglobulinas y cadherinas, etc (3-5). No obstante, es importante
mencionar que muy pocos de los estudios actuales sobre la adhesion leucocitaria y la
comunicacién con el endotelio, consideran ciertos factores importantes como el flujo
vascular, que juega un papel primordial en este tipo de fenémenos.

El flujo vascular y las fuerzas de rozamiento, asi como la presion, son importantes en
procesos endoteliales como la vasodilatacion, el paso de nutrientes y la coagulacion;
incluso en la formacién de microparticulas y en focos inflamatorios durante algunas
enfermedades, como la aterosclerosis y el lupus, entre otras (6,7). En los Ultimos afios
se ha demostrado que este tipo de factores fisicos o fisico-quimicos, pueden llegar a
modular la expresion génica endotelial. Se ha demostrado que las fuerzas de
rozamiento pueden alterar la expresion de genes como p53, que con lleva a la
detencién el ciclo celular en neutrdéfilos (8), o bien proteinas como Hur, involucradas
en la regulacion de moléculas como TLR4 e ICAM-1 (9). De modo que, los cambios en
la velocidad de flujo puede favorecer o afectar la adhesion leucocitaria al cambiar la
morfologia y activacion del endotelio (10, 11).

La inflamacién aguda o croénica tradicionalmente se ha estudiado en modelos in vitro
empelando lineas celulares o leucocitos de sangre periférica, o bien in vivo, usando
roedores inmunosuprimidos o transgénicos (12,13), sin embargo, la mayoria de estos
modelos no consideran los parametros de flujo vascular y fuerza de rozamiento antes
mencionados. Algunos estudios con células humanas crecidas en monocapa, a las
que se sometié a condiciones de flujo, expresaron moléculas distintas a las del
endotelio dentro de la vena (14). Asimismo, modelos murinos demostraron que no
todas las células endoteliales tienen la misma capacidad para adherir leucocitos, aun
y cuando expresen moléculas de adhesién, ya que se ha visto que pueden expresar
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distintas moléculas, dependiendo de las células involucradas (15). Tal es el caso de
ICAM-1 apoyada por el receptor de productos de glicosilacién avanzada (RAGE), que
mantiene la adhesién de neutrofilos in vivo (16-18).

Por todo lo anterior, surge la necesidad de disefiar nuevos modelos que permitan
estudiar a los componentes moleculares que regulan la adhesiéon en condiciones de
flujo dentro de venas humanas. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue el disefiar
un modelo ex vivo de vena humana, que permitiera activar el endotelio humano en
condiciones de flujo de venas pequefias, para poder estudiar los componentes
molecular de la adhesién, considerando también a los parametros fisicoquimicos de
flujo y rozamiento.

Para ello, se emple6 como modelo la vena endotelial umbilical humana, la cual se
activo con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), para poder determinar la adhesion
de células U937 circulantes, y algunos de los componentes moleculares asociados a
este evento.
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MATERIAL Y METODOS
Obtencién de células y tejidos

Las venas umbilicales se obtuvieron a partir de partos o cesareas eutocicos sin
complicaciones en el hospital de Ginecologia y Obstetricia "Dr. Luis Castelazo Ayala-
IMSS "en la Ciudad de México. Bajo un protocolo clinico previamente aprobado por el
comité de ética del hospital. Una vez recogidas, las venas se seccionaron en
fragmentos de 5 cm, con el fin de realizar tratamientos distintos con la misma longitud.
Las venas se colocaron en recipientes con PBS suplementado con antibiético-
antimicético (1.5 %). El tiempo de obtencion de la muestra hasta el inicio del
experimento nunca supero las 3 h.

La linea celular de leucemia promonocitica U937, se obtuvo de la ATCC (Manassas,
VA, EUA). Las células se cultivaron en medio RPMI-1640 (6408-02, (Cole-Parmer
Chicago, IL, EUA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS; GIBCO-BRL,
Rockville, MD, EUA), 1% de aminoacidos no esenciales, penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 pg/ml (GIBCO-BRL, Rockville, MD, EUA), los medios
suplementados se refieren aqui como medios completos. El medio se sustituyé cada
dos dias o tres. Las células se cultivaron a 37 °C, en una atmosfera de CO2 al 5%.

Sistema de perfusién

El sistema de perfusion se disefid utilizando recipientes de vidrio con doble fondo
(Imparlab, Ciudad de México, México), para permitir el flujo de agua (bafio de agua,
PolyScience, lllinois EUA). Las mangueras de perfusion fueron de 3 mm de diametro
para el medio de perfusibn RPMI-1640 y se acoplaron a los reservorios de vidrio. Las
condiciones de presion y velocidad de flujo se controlaron mediante una bomba
peristaltica (Masterflex 7015-20, Cole-Parmer Chicago, IL, EUA).

Determinacion de las fuerzas de rozamiento y flujo

Para determinar las fuerzas de rozamiento y el tipo de flujo (laminar o turbulento)
dentro de la vena durante los ensayos de adhesion, fue necesario establecer los
valores de la viscosidad (u) y la densidad (p) de los medios completados en ausencia
y presencia de células. Para los ensayos se emplearon 30 ml de RPMI-1640
suplementado, con o sin células U-937 (3x106 células/ml). La viscosidad del medio
RPMI-1640 completo se determin6é usando un redmetro PSV002AB (Brockfield
Engineering Laboratories, Inc. EUA), y se analiz6 la dependencia de la viscosidad en
funcién de la temperatura. La velocidad angular fue 100g a partir de 10 alicuotas
tomadas durante 2 min, 20 seg cada uno desde 8-30 °C. Los datos se capturaron
usando el programa Rheovision 32v 2.0 y se analizaron con Origen v 7.0. La densidad
media del medio RPMI-1640 se determind pesando 1 ml de medio a 250C y fue 1,007
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g/ml con suero bovino fetal y se utilizaron para obtener el nimero de Reynolds (NR =
pDv/p  (Vogel, 1996). El valor obtenido fue de NR < 2,000, lo que indica que la
velocidad de flujo dentro de la vena se comporta como un flujo laminar. El flujo usado
fue de 900 + 100 pl/min, que es la condicion fisioldgica en vénulas humanas de
diametro 1 mm. La fuerza de rozamiento se calculé usando la ecuacion para flujos
newtonianos: 1= 6uQ/h2w = (6u/h2w) Q donde T es la fuerza de rozamiento o shear
stress (dinas/cm?2); u el coeficiente de viscosidad del fluido; h la altura de la vena; w el
ancho de la vena y Q la velocidad del flujo (Vogel, 1996) y se fjarona1=1,8+ 0,2y T
= 2,2 + 0,2 dinas/cm2 con la presencia y sin células U937 circulantes respectivamente.

Ensayos de histoquimica e inmunofluorescencia

Para observar la anatomia de la vena humana perfundida desde 0 hasta 6 horas en
condiciones hemodinamicas, se seccionaron venas perfundidas y se fijaron en
isopentano (Sigma Aldrich, EUA), para realizar cortes de 7 micras con un criostato
(CM-18950 Sistemas de Leica, EUA) y posteriormente se congelaron a -20 °C. Se
realizaron tinciones con hematoxilina/eosina (HE) y las muestras se observaron
utilizando un microscopio O6ptico Axioscop40, (Carl Zeiss, Jena, Alemania).
Simultdneamente se realizaron tinciones para inmunofluorescencia con anticuerpos
especificos afines a los componentes de la estructura vascular, como el factor de Von
Willebrand o beta sarcoglicanos, esto se realizé con anti-cuerpos primarios anti-raton
y conejo (Santa Cruz, CA, EUA) diluidos 1:100 y acoplados posteriormente a
anticuerpos secundarios Alexa Fluor 647 (Molecular Probes, Oregon, EUA). Las
muestras se observaron en un microscopio confocal LSM-510, (Carl Zeiss, Jena,
Alemania).

Ensayo de Lactato Deshidrogenasa (LDH)

El dafio a la membrana y la muerte celular inducida por la perfusion durante los
ensayos, se determind por la cantidad de LDH liberada en el medio de perfusion
después de una hora de recirculacion de células U937 en la vena humana, ya sea pre-
activada por 2h con TNF-a a una concentracion de 5 ng/ml o sin estimulo. Como
control, se comparoé el valor obtenido, con el valor de LDH liberada en el medio de
cultivos estéaticos (sin recirculacion) de células endoteliales de cordon umbilical
humano (HUVEC's) en las mismas condiciones. En ambos casos las muestras se
centrifugaron durante 5 min a 100 x g y se congelaron a -70 °C hasta su determinacion.
La actividad de LDH se cuantificé utilizando la metodologia descrita por Berry et al.
(1991), utilizando NADH (0.24 mM) y piruvato (9.76 mM) como sustratos y la
absorbancia a 340 nm se cuantificé cada 15 seg durante 2 min en un espectrometro
DU 640 (Beckman, EUA). Asimismo, se realiz6 la determinacion de la viabilidad de las
células U937 recirculantes y estaticas en el sistema de perfusion, después de
perfundirlas por 2 h utilizando el ensayo de azul de tripan. Cada 5 min se tomé una
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alicuota de un ml para contar las células vivas. Las células se incubaron con una
solucién de azul de tripan 0.4% (Life tech, EUA) por 7 min y posteriormente se lavaron
3 veces con PBS por 1 min. Las células vivas y muertas se contaron en una camara
de neubauer y se reporto el resultado en porcentaje con respecto al 100% de células
U937 vivas al tiempo inicial.

Medicion de la produccion de 6xido nitrico

Para evaluar la respuesta del endotelio a estimulos fisiol6gicos en nuestro modelo, se
midio la concentracion de NO en los medios de perfusion y en el sobrenadante de las
células cultivadas. EI NO se determiné utilizando un ensayo colorimétrico basado en
la reaccion de Griess. Se determino la relacion de nitritos/nitratos en el medio de
perfusion y se cuantific6 como una medida indirecta del éxido nitrico producido en
respuesta a la activacion de TNF-a. La ecuacion de la curva se obtuvo por regresion
de minimos cuadrados y se utilizé para calcular los valores de concentracion en las
muestras. Una curva estandar se realizo con un rango 5 a 5 nM de KNO3, y se obtuvo
una regresion lineal R2 = 0.997.

Determinacion de citocinas por ensayo de ELISA

Se utilizaron venas estimuladas y no estimuladas con TNF-a perfundidas por 2 h, al
terminar se lavo la vena por 10 min y se coloc6 medio RPMI nuevamente con y sin
células U937 (1x106 cel/ml) recirculantes por 1 h, al terminar el tiempo se recolectaron
los medios y se congelaron a -70°C hasta su utilizacién. Se utilizé el kit de citocinas
humanas ELISA Ultrasensitive 10 panel plex (Invitrogen, EUA). Para la determinacion
de la concentracion de citocinas se realizo una curva estandar para intrapolar los
resultados de las muestras, como se recomienda en el kit. La concentracion se reporto
en pg/ml.

Ensayos de adhesion

La activacion endotelial se determind después de su activacion con TNF-a en
condiciones de flujo, determinando al adhesion de células monociticas U937. La
concentracion de TNF-a seleccionada para utilizarse en los ensayos ex vivo se obtuvo
de experimentos previos en los cuales se realizé una curva de concentracion de TNF-
a, desde 0.5 a 10 ng/ml, en un ensayo de adhesién in vitro de células U937 a las
células HUVEC's. Siendo 5ng/ml la concentracion con la mas alta adhesion. Al
comenzar los experimentos el sistema se lavo con 2% de detergente bioldgico Extran
MA durante 10 min, después se lavo con etanol al 70% durante 10 min y, finalmente,
el sistema se volvio a lavar con PBS estéril durante 10 min. Al iniciar el ensayo se
utilizaron dos segmentos de 5 cm a partir de un solo cordén umbilical, cada uno los
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cuales fueron colocados en los reservorios bajos. Un segmento se activo con 5 ng/mi
de TNF-a en medio RPMI. El otro segmento de vena se perfundié con medio sin TNF-
a. La velocidad de flujo se establecio a 1 ml/ml a 37 °C por 2h. Al termino de este
tiempo las venas se lavaron con PBS durante 10 min. Las células U937 se marcaron
con succinilmidil-ester-carboxi-fluoresceina (CFSE). Aproximadamente 1x107 células
U937 se incubaron con 5 mM de CFSE en PBS suplementado con 0.5% de albumina
de suero bovino a 37 °C durante 15 min. Posteriormente, las células se lavaron dos
veces con medio RPMI y se centrifugaron durante 5 min a 700 x g. Las células se
resuspendieron en medio completo y colocado en el deposito para la perfusion de las
venas humanas durante 1 h. Después de la perfusion, las venas se lavaron durante 10
min con PBS y se congelaron en isopentano frio para almacenarse a -70 °C hasta su
corte por criostato (CM-18950 Leica Systems, USA) en rebanadas transversales de 7
micras de grosor. La adhesion celular se evalué al contar el numero de células en la
superficie endotelial en imagenes de la luz del vaso reportadas por mm2 en 25 campos
independientes. La observacion se realizo en un microscopio epiflourescencia LSM-
510, (Carl Zeiss, Jena, Alemania).

Analisis de los datos

Los datos se presentan como medias £ SD de cinco experimentos independientes
realizados por triplicado. Las pruebas de One-Way ANOVA, seguido por el andlisis de
varianza de Tukey-Kramer se utilizaron para comparar entre las muestras. Un valor de
p menor de 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Montaje del sistema de perfusion y evaluacién de la integridad de la vena umbilical en
condiciones de flujo

El disefio de nuestro sistema se basa en los modelos de perfusion hepatica, pero fue
adaptado al tamafio de las venas del cordén umbilical humano y al volumen de medio
empleado; el esquema en la figura 1A indica los componentes minimos que lo
constituyen y el sentido del flujo a partir de una bomba peristaltica. La figura 1B
muestra el sistema de perfusion de la vena humana, el cual esta constituido de dos
depdsitos que permiten la perfusion independiente de dos segmentos separados de
cordén umbilical. Un controlador de flujo permite controlar el paso del medio que viene
de los reservorios altos. Los reservorios bajos conservan a 370C al cordén y un
sistema de venoclisis estéril sirve para la circulacién del medio.

La identificacion de la estructura de la vena perfundida para este sistema se evaluo
empleando la tinciéon de HE. La Figura 1C muestra imagenes representativas de HE
donde se observan las tres capas consecutivas que constituyen una vena, como son
la tanica intima (TI), la tanica media (TM) y la tanica adventicia (TA). Utilizando la
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técnica de inmunofluorescencia (IF) se marco al factor de von Willebrand, especifico
de células endoteliales (Figura 1D), los nucleos se observan en azul marcados con
Hoechst, mientras que la presencia de células del musculo liso de la vena se
visualizaron con el marcaje de beta sarcoglicanos tefiidos en rojo Estos resultados
mostraron que este modelo permite conservar la arquitectura vascular después de la
perfusion, lo que es muy importante para los ensayos de adhesion posteriores.

Ademas de la arquitectura de la vena, se evaluo6 el dafio celular por efecto del flujo, en
venas perfundidas, ya sea estimuladas o no con TNF-[J. Los resultados presentados
en la Tabla 1, demuestran que solamente un 15% de LDH es liberada por las venas
perfundidas cuando no estan activadas, este valor fue semejante al obtenido para los
cultivos se células HUVEC's sin perfusion. Sin embargo, estos valores fueron mayores
a los obtenidos por las venas activadas con TNF-[J y a los cultivos no perfundidos,
pero que si fueron activados. Lo anterior muestra que la perfusion no afecta la
integridad de la membrana del endotelio vascular, mientras que el endotelio activado
resiste mejor al dafo celular. En los experimentos donde se recircularon las células
U937 a las venas perfundidas o a los cultivos HUVEC's sin activar (tercera y cuarta
filas), se incrementd el nivel LDH en el medio aumentando a 38.2% y 11.4 %
respectivamente. Los resultados de las venas y HUVEC's activadas fueron muy
similares, por lo que la diferencia en la muerte celular solo se encontré en presencia
de las células U937 pero no por la activacion de los endotelios. EI aumento en la
liberacibn de LDH en los medios donde se recircularon células U937 se puede
interpretar como el dafio de estas células por la perfusion y no por el dafio al endotelio.
Por esto, y para disminuir el dafio celular y comprobar la viabilidad de las células U937
por efecto de la circulacion, se redujo el nUmero de veces que las células pasan a
través de la bomba peristéltica de 4 a 2 veces. Asi mismo, se aumenté el volumen del
medio de perfusion de 9 a 12 ml, para evitar cambios en el volumen del flujo que pasa
por la vena en cada vuelta completa. Estos cambios redujeron la integridad y muerte
de las células U937, manteniendo la viabilidad celular por encima de 90 % (Figura 2)
después de 2.5 h. Estas condiciones se utilizaron para los ensayos de adhesion.

Medicion de la respuesta endotelial en condiciones de flujo:

Determinacion indirecta de la produccién de éxido nitrico (NO)

Para verificar si el endotelio vascular era capaz de responder a los estimulos
inflamatorios, se cuantificé la produccion de NO y de citocinas pro-inflamatorias. La
curva estandar para la cuantificacion de nitritos/nitratos present6 un rango lineal entre
5y 50 uM de KNO3, con un coeficiente de regresion lineal r2 =0.997 . El indice de la
concentracion basal de nitritos/nitratos en el medio de la vena perfundida fue 23.24
mm = 6.7 . El medio de perfusion de las venas tratadas con 5 ng/ml de TNF-[J
mostraron un aumento significativo del 50 % (p < 0.05 ) ya que fue de 39.27 £ 4.1 . Asi
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mismo, se cuantifico la produccién de citocinas inflamatorias en condiciones de flujo
de las venas humanas con y sin TNF-[1, y en presencia o ausencia de células U937
por 2 h de activacion y una hora de circulacion de células U937. El analisis de citocinas
por ELISA en el medio de perfusion de venas activadas mostr6 un aumento
significativo de en pg/ml en la produccién de mayores niveles de TNF-[J , asi como IL-
4, GM-CSF , IL 6 e IL -8 con respecto a las venas no estimuladas en condiciones de
flujo (Figura 3). Los medios de las venas estimuladas con TNF-[I sin células
circulantes liberaron IL-8 y TNF-[1 después de 2 horas de la activacion de la vena y
una hora adicional y sin células en comparacion con las venas no estimuladas.

Ensayo de adhesion celular

La adhesién se cuantificd evaluando a las células U937 sobre la superficie endotelial
en la luz del vaso de venas tratadas y no tratadas con TNF-[J (Figura 4). Los resultados
mostraron un aumento significativo de 7.1 veces mas ceélulas U937 adheridas a las
venas perfundidas activadas con TNF- a (175.71+£12.3 cel/mm2) en comparacion con
las venas no activadas (15+6.9 cel/mm2). Posteriormente también se activaron las
venas por 0.5y 1 hora, y se cuantificaron las células U937 después de 1 h de perfusion
sin mostrar cambios significativos en la adhesion. Las venas activadas y no activadas
con TNF-[J durante 0.5, 1, 2 y 2.5 h se fijaron y se tifieron por inmunofluorescencia
para evaluar la expresion de ICAM-1. Los resultados se presentan en la Figura 5. Los
cambios son visibles en presencia de ICAM-1 hasta las 2 h en el endotelio activado
con respecto a las venas perfundidas sin la citocina y con los tratamientos a tiempos
anteriores (datos no mostrados).

DISCUSION

En este trabajo se desarroll6 un nuevo sistema de perfusién ex vivo que simula las
condiciones de flujo laminar y la presencia de flujo vascular, equivalente al que se
encuentra en las vénulas humanas en un cordon umbilical. Es por ello, que nuestro
primer objetivo fue la conservacion de la viabilidad del tejido, asi como la estructura
vascular y arquitectura del sistema. Nuestros resultados muestran que el porcentaje
de viabilidad de la vena umbilical se mantiene dentro de los rangos reportados en otros
modelos de perfusion donde emplean venas safenosas y de aorta (21-22), en los
cuales han reportado que se preserva la viabilidad celular desde 1 h hasta cinco dias,
manteniendo la funcionalidad del endotelio. Para el objetivo de este trabajo solo fue
necesario mantener la viabilidad e integridad del tejido por un lapso de tiempo no
mayor a 5 h, sin embargo el modelo permite aumentar el tiempo para realizar otro tipo
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de ensayos. Para ello, solo habria que cerrar herméticamente los reservorios, evitando
asi una posible contaminacién del medio que pasa por la vena.

El uso del modelo de vena umbilical permite analizar un tejido humano, que por estar
Vivo, se acerca mas al contexto biolégico y provee un modelo para la realizacion de
estudios experimentales de enfermedades humanas. En particular para procesos
agudos, en intervalos de tiempo que van desde minutos hasta horas o dias. En
contraste, los modelos murinos para estudios de inflamacion cronica realizan estudios
con rangos de hasta meses, sin embargo, tienen la desventaja de utilizar animales
geneticamente o fisiologicamente modificados (inmunodeprimidos, inmunodeficientes
o transgénicos) y no reproducen los mecanismos celulares y moleculares que suceden
en vasos humanos. La vena umbilical conserva una morfologia diferenciada, como la
qgue tienen las venas pequefias o la aorta de adultos, y desde el punto de vista
funcional, responde a los mismos factores que las venas y las arterias como estimulos
biomecanicos o inflamatorios (23,24). Esto significa que también expresan moléculas
de superficie caracteristicas del endotelio y responden ante estimulos mecénicos como
la presion, el tipo de flujo y fuerzas de rozamiento.

Como se menciono al principio, las fuerzas hemodinamicas son esenciales para la
adhesion leucocitaria, es por ello que recientemente se ha prestado atencién a la
presion y a las fuerzas de rozamiento, ya que ambos pueden modular diversos
aspectos de la fisiologia y la morfologia de las células endoteliales (25,26). Estas
fuerzas, junto con la velocidad y el tipo de flujo del medio, pueden regular también la
expresion de diversos genes relacionados con la coagulacion, la vasodilatacion, y la
inflamacion, afectando el fenotipo endotelial de manera local o sistémica. En general
es poco comun encontrar estudios en modelos estaticos que empleen este tipo de
parametros durante el estudio de la activacién endotelial en el proceso inflamatorio,
como los cultivos de células endoteliales obtenidas de cordén umbilical o HUVEC's
(27-29), y solo en los ultimos afios se han empezado a considerar para estudiar la
activacion endotelial y la adhesividad de leucocitos (30,31).

El modelo que presentamos aqui, responde a estimulos que afectan la vaso dilatacion
y la vaso constriccién, como es la activacion de la enzima oxido nitrico sintasa inducible
(INOS), que se activa por TNF-a en durante proceso inflamatorio. De la misma manera,
el endotelio activado responde a través de la via de sefalizacion del factor de
transcripcion NFkB para inducir la produccion de citocinas y quimiocinas como el
propio TNF-a o INFy, IL1-B, IL8, MIP-1a, entre otras por la activacion de TNF-a como
se demostrd en las venas perfundidas en nuestro modelo.

Se sabe que las células monociticas U937 solo se adhieren al endotelio bajo previa
activacion, por lo que el estimulo para ello dependera de factores del microambiente
(vena) que faciliten su adhesividad. Por lo que el contar con un modelo en el cual se
puedan fijar las condiciones hemodinamicas para mantener el flujo, permite analizar si
éste facilita o restringe la activacion del endotelio; y no solo por el estimulo quimico o
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celular que genera, sino incluso por la presencia del estrés reoldgico sobre las células
circulantes empleadas.

En nuestro modelo ex-vivo, se logré incrementar significativamente la capacidad
adhesiva del endotelio para unir a las células monociticas U937, a un flujo de 1 ml/min
después de la activacion con TNF-q, lo cual sugiere fuertemente que se activa la via
clasica de inflamacion controlada por NFkB, que ya ha sido demostrada in vitro. Sin
embargo, es posible que participen otras vias, ya que el flujo puede inducir cambios
en el endotelio que podrian activar vias alternativas como la de AP-1 o STAT-3; ello
puesto que observamos una menor adhesion en comparacion con ensayos en
monocapas estaticos, pero una mayor cantidad de células monociticas adheridas entre
ellas y a su vez a células endoteliales. El haber encontrado una menor adhesion de
células U937 al endotelio, a diferencia de los ensayos en monocapas, puede deberse
al retraso en el contacto entre las diferentes células adherentes, si no a el retardo en
la union del TNF-a recombinante con su receptor de superficie, debido a la presencia
del flujo vascular; sin embargo el haber encontrado un incremento en la citocina IL8 en
presencia de células U937, sugiere la activacién de estas células para favorecer la
adhesion, siendo la via de STAT-3 una de las que podria activarse (6,32,33).

Ademas de lo que se ha mencionado hasta este momento, se sabe que otro factor
importante para la adhesion de monocitos, macrofagos, linfocitos o polimorfonucleares
circulantes en las venas durante la inflamacién, es la proximidad con el endotelio
activado en el sitio de dafio o enfermedad y su interaccion fisica con moléculas de
adhesiéon. En un inicio se lleva a cabo una adhesion laxa al endotelio gracias a
moléculas como las selectinas, pero conforme pasa el tiempo, la expresion de
moléculas de la familia de las inmunoglobulinas como VCAM-1, PECAM-1 e ICAM-1,
permite una adhesion mas firme que favorece la extravasacion leucocitaria. Sin
embargo, aun no se conoce el efecto del flujo vascular sobre el microambiente
inflamatorio de venas humanas, ya que no se sabe si la expresion de dichas proteinas
y la adhesion requiera de menos o mas moléculas involucradas, o si estos eventos
suceden por activacion de las mismas vias de sefializacion reportadas en diversos
modelos in vitro o murinos. Esto implica que los tiempos en los cuales inicia y termina
la adhesion leucocitaria a la superficie endotelial tampoco tienen que ser los mismos
que suceden en modelos de flujo de monocapas que no reproducen la morfologia
endotelial de los vasos (34,35).

En este trabajo, se marco a la molécula de adhesién ICAM-1, en muestras de vasos
activados con célula adheridas, y se observd una mayor presencia de ICAM-1 en el
endotelio activado; sin embargo, esta molécula no siempre se asocio a las zonas
donde estaban las células adheridas. La expresion de ICAM-1 en las distintas zonas
del endotelio donde no se observan las células U937 adheridas, puede ser un indicador
de que en presencia del flujo vascular la activacion endotelial pueda darse en células
gue puedan estar llegar a estar en contacto con las células monociticas, o bien en
aguellas que responden a cambios en el tipo de flujo (de vascular a turbulento), como
se ha reportado en modelos murinos (36-38). Seria muy interesante determinar el
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cambio en la expresion de ICAM-1 durante la adhesion de monocitos U937 en una
curva temporal (0.5, 1, 2, 3, 6 horas), asi como la expresion de otras moléculas de
adhesion como selectina E y VCAM-1, para conocer como responden estas moléculas
a los cambios de flujo durante la adhesion laxa y/o firme en el endotelio ex vivo.

Finalmente es pertinente mencionar que hemos logrado establecer un sistema ex vivo
de vena humana umbilical humana que mantiene la integridad y viabilidad del
endotelio, que podria ser empleado para analizar otras moléculas de adhesion celular
relacionadas con la activacion endotelial de otras moléculas, como plaguetas, para
evaluar cambios en la adhesividad del endotelio en condiciones hemodinamicas.
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PIES DE FIGURA
Figura 1. Sistema de perfusion de vena umbilical humana
A. Esquema del sistema de trabajo, las flechas indican el sentido del flujo.

B. Reservorios de vidrio para el medio y la vena. Las flechas indican el sitio donde
se coloca la vena humana.

C. Las venas se tifieron con HE como se describe en material y métodos, para
marca los componentes de las venas perfundidas. TA: tunica adventicia, TM: Tunica
media, E: endotelio, Tl:TUnica intima.

D. Se empled la técnica de inmunofluorescencia para marcar al factor de von
Willebrand que es especifico de células endoteliales. Los nulcleos se marcaron con
Hoechst (azul), y las células del musculo liso de la vena se visualizaron con el marcaje
de beta sarcoglicanos (rojo).

Figura 2. Viabilidad de células U937 perfundidas

Se recircularon células U937 a 1 ml/min durante 140 min por el sistema, 2 y 4 veces,
o bien se mantuvieron en los reservorios sin perfusién. Posteriormente se tomaron
alicuotas para determinar la viabilidad por su tincién con azul de Trypan. Las barras
muestran la desviacion estandar para cada muestra. (ANOVA p <0.05)

Figura 3. Ensayo multiplex para citocinas producidas por las venas activadas.

Se indican las venas tratadas por perfusion de TNF por dos horas y las venas con
posterior circulacién de células U937 por una hora mas. Después de cada tratamiento
las venas se lavaron con PBS 10 min. Los asteriscos * indican la significancia con
respecto a la presencia de esa citocina en venas no estimuladas y sin células
circulantes. El doble asterisco ** indica la significancia de la vena no activada con
células con respecto a la no activada y sin células U937 p<0.05

Figura 4. Ensayo de adhesién y cuantificacion de células U937 sobre el endotelio
vascular.
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Ay C muestran la luz del vaso en corte de vena humana sin estimulo con TNF-a. By
D muestra un aumento de las imagenes anteriores para evidenciar a las células U937
sobre la superficie endotelial. Las flechas indican a las células U937 en color verde.

Figura 5. Expresion de ICAM-1 en la venas activadas con TNF-a en presencia o
ausencia de flujo.

La figura muestra las vena cortadas transversalmente, las cuales se marcaron con
anti-icam-1 y con anti raton Alexa-488. La barra indica la distancia en micrometros =
400 uym

Tipo Celular % de LDH liberada sin estimulacion de TNF-[1% de LDH liberada en
células estimuladas con TNF-[J

HUVEC's 15.4+0.1 3.3x0.1 *

Vena humbilical humana 14.7+6.1 5.87+0.9 *
HUVEC s+U937 11.4+3.3 11.2+2.1

Vena humbilical humana +U937 38.2+2.4 38.1+2.2 **

Tabla 1.Determinacion de la integridad celular por liberacion de LDH de venas
humanas perfundidas en comparacion con los cultivos celulares sin perfusion.

Se indica el porcentaje de LDH liberado con respecto a un 100% de cada tipo celular
lisados con Triton X-100. Se muestran la desviacion estandar de cada resultado. Los
asteriscos (*) muestran los datos significativos con respecto a su control sin TNF. El
doble asterisco indica diferencias significativas con respecto a las células U937 no
perfundidas (Anova p< 0.05) .
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