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El camino del Tao

“Sabio es el que conoce a los demas.
1luminado, el que se conoce a st mismo.
Fuerte es el que vence a los otros. Poderoso, el que se vence a si mismo.
Rico es el que conoce la a[egria.

Hombre de voluntad, el que se mantiene en su camino.
Sé humilde y permaneceras integro.
TInclinate, y permaneceras recto.

Vaciate, y permaneceras lleno.

Gastate, y permaneceras nuevo.

El sabio no se exhibe Y por eso brilla.

No quiere destacar y por eso destaca.

No se aprecia y por eso es apreciado.

Y por qué no compite nadie en el mundo puede competir con él”

Lao Tze
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ABREVIATURAS

APC Aloficocianina

CAC Células angiogénicas en circulacién

CD Grupo de diferenciacién (por sus siglas en inglés Cluster of differentiation)

CE Células endoteliales

CEC Células endoteliales en circulacion

CFCE Células formadoras de colonias endoteliales

CMN Células mononucleares

CPE Células progenitoras endoteliales

CTH Células troncales hematopoyéticas

EBM-2 Medio basal endotelial tipo-2 (por sus siglas en inglés Endothelial Basal
Medium-2)

ECV Enfermedades cardiovasculares

EGM-2 Medio de crecimiento endotelial tipo-2 (por sus siglas en inglés Endothelial
Growth Medium-2)

FITC Isotiocianato de fluoresceina

FvwW Factor de von Willebrand

HUVEC Células endoteliales de vena umbilical humana (por sus siglas en inglés

Human Umbilical Vein Endothelial Cells)

IAM Infarto Agudo al Miocardio

KDR Receptor con dominio cinasa (por sus siglas en inglés Kinase Insert Domain
Receptor)

MEC Matriz extracelular

MO Médula 6sea

PBS Solucién buffer de fosfatos

PE Ficoeritrina

SFB Suero fetal bovino

SP Sangre Periférica

TVP Trombosis venosa profunda

UFC-Hill  Unidades formadoras de colonias Hill



RESUMEN

Recientemente el estudio del endotelio vascular ha sido pieza clave en la
elaboracion de protocolos de investigacion clinica, dirigidos al desarrollo,
reparacion o regeneracion del sistema vascular, asi como el tratamiento de ciertas
enfermedades como la diabetes o el cancer entre otras. Actualmente, existen
diversos grupos de trabajo enfocados al estudio de la obtencidn y caracterizacion
de células progenitoras endoteliales en condiciones normales. Hasta hace algunos
afos, se identifico a una poblacién perteneciente a las células progenitoras
endoteliales (CPE), a la cual se le di6 el nombre de células formadoras de colonias
endoteliales (CFCE), esta nueva poblacion identificada ha sido considerada como
un tipo celular poco frecuente en sangre periférica, con un alto potencial de
proliferacion y con la capacidad de regeneracion en sitios de dafio vascular. Dado
que las CPE tienen relevancia en eventos cardiovasculares resulta interesante
estudiar a las CFCE en patologias como la trombosis. Hasta ahora, se desconoce
el papel de las CFCE en la biologia de la trombosis, por o que en éste estudio se
generaron CFCE a partir de sangre periférica de donadores sanos y pacientes con
trombosis, de esta manera, se observaron sus caracteristicas morfolégicas en
cultivo asi como su capacidad para generar colonias endoteliales, y se encontrd
que los pacientes con trombosis tienden a generar un mayor numero de CFCE en
menor tiempo de cultivo, en comparacion con donadores sanos. Las CFCE fueron
marcadas con anticuerpos de CE y al analizar por citometria de flujo se encontré
que son positivas para los anticuerpos de células endoteliales, sin embargo, las
CFCE de pacientes con trombosis presentaron un incremento en las proteinas de
membrana CD34 y KDR comparadas con la linea celular HUVEC usadas como
control interno, esto sugiere niveles tempranos de inmadurez de las CFCE. Asi
mismo, se analiz6 la capacidad para formar una estructura tubular in vitro, la cual
fue semejante en los tres grupos analizados. Los resultados generados en este
trabajo abren una puerta al estudio de las CFCE, como otro factor de riesgo
asociado a los ya descritos en pacientes con predisposicion a trombosis, asi como

su uso en terapias celulares a futuro.



I. INTRODUCCION

La hemostasia es un proceso fisioldgico responsable de evitar la pérdida de
sangre por una lesién vascular, debido a que induce la formacién de un coagulo
en el sitio especifico a la lesion (Cordoba et al., 1999); sin embargo, existen
alteraciones en el sistema, que pueden dar como resultado el desarrollo de
trombosis (Arguelles et al., 2009). La trombosis es una patologia que sobrepasa
los mecanismos de coagulacion, dado que se induce la formacion de un coagulo
patolégico en un lugar y tiempo inadecuado y es considerada como una
enfermedad multifactorial (Majluf, 2007). En 1856 Rudolf Virchow clasifica una
serie de factores que inducen el desarrollo de trombosis, hipercoagulabilidad de la
sangre, dafio a la pared vascular y estasis circulatoria (Eichinger et al., 2009). Los
estados trombofilicos se asocian con un grupo de trastornos clinicos aumentando
el riesgo a fenomenos trombdéticos, los cuales se dividen en factores de riesgo
adquiridos, genéticos y recientemente los factores de riesgo desconocido, que
pueden ser dados por cambios funcionales en el endotelio (Guideline et al., 2001;
Murillo et al., 2005).

Las células endoteliales expresan una gran variedad de factores que contribuyen a
la hemostasia, incluyendo factores procoagulantes, anticoagulantes, moléculas de
adhesion celular, sustancias vasomotoras y sefiales de sobrevivencia de las
células (Gross et al., 2000). Debido al papel que juega el endotelio en los eventos
trombdticos, resulta interesante estudiar su biologia, abordando aspectos
relacionados a su morfologia, fenotipo y numero de células formadoras de
colonias endoteliales presentes en la SP, y asi poder detectar posibles
alteraciones en las células endoteliales de pacientes con trombosis. En 1997, el
grupo de Asahara, demuestra por primera vez, la presencia de un tipo muy escaso
de células endoteliales presentes en la SP de sujetos sanos, y las define como
células progenitoras endoteliales (CPE). A partir de este estudio, diversos grupos
de trabajo se han enfocado en la busqueda de nuevas estrategias de aislamiento y
caracterizacion de dichas células. Las técnicas hasta ahora utilizadas para

aislamiento y caracterizacién de CPE se apoyan en diversos protocolos de cultivo,



ensayos de funcionalidad y particularmente en la expresion de antigenos de
superficie. Basados en este paradigma las CPE han sido blanco de extensivos
estudios para ser utiizadas como biomarcadores de enfermedades
cardiovasculares, asi como su posible contribucion en la regeneracion vascular en
procesos de isquemia (Fadini et al., 2010; Yoder et al., 2007). Recientemente,
Ingram et al; en el 2004 y Yoder et al; en el 2007, pertenecientes al mismo grupo
de trabajo, identificaron y caracterizaron otro tipo de células endoteliales cuya
presencia al igual que las descritas por Asahara en 1997 es escasa en SP y las
definieron como Células Formadoras de Colonias Endoteliales (CFCE) no
obstante a lo anterior este grupo de trabajo describe que éstas células pertenecen
a la poblacion de CPE, por su alto potencial proliferativo, de expansion vy
capacidad de regeneracion vascular en ratones a los que se les ha provocado
isquemia. Dado que la presencia de las CPE en SP ha sido muy estrechamente
relacionada con enfermedades cardiovasculares, resulta también interesante
estudiar a las CFCE en patologias como la trombosis, debido a la importancia que
tiene el endotelio como barrera semipermeable y antitrombotica en la pared
vascular de los vasos sanguineos.

Hasta ahora resulta incierto el papel que tienen las CFCE en la biologia de la
trombosis, por lo que en esta investigacion se determiné la presencia de las CFCE
a partir de SP de pacientes con trombosis y se compard con sujetos sanos. Los
resultados indican que las CFCE generadas en este estudio son células con alto
potencial de proliferacién y con cierta inmadurez, lo que sugiere que podrian estar
involucradas en la reparacion del tejido dafando en la trombosis. Lo descrito en
este estudio aporta informacion valiosa y trascendente en aspectos relacionados a
la frecuencia y la capacidad regeneradora de las CFCE, particularmente en el
abordaje de la aplicacion de terapias vasculares y medicina regenerativa de

pacientes con trombosis, entre otras.



MARCO TEORICO

HEMOSTASIA

La hemostasia es un proceso fisiolégico responsable de evitar la pérdida de
sangre y detener la hemorragia cuando se produce una lesion en el sistema
vascular (Cérdoba et al., 1999), dentro de este proceso intervienen multiples
elementos celulares como el endotelio, plaquetas, linfocitos y factores plasmaticos
(Martinez, 2009). En condiciones fisiologicas normales, el sistema hemostatico
cumple diariamente su funcidon que es mantener la sangre en estado liquido para
que esta pueda circular, mientras que al mismo tiempo es capaz de convertir la
sangre en un tapon insoluble en sitios donde ocurre una lesion vascular por
ejemplo una herida (Lopez et al., 2004).

El sistema hemostatico se divide en dos sistemas dinamicos que funcionan
paralelamente para lograr la obturacion de las lesiones; la hemostasia primaria y la
hemostasia secundaria. En la hemostasia primaria, una vez que se ha producido
un dafio en el sistema vascular y en presencia de factor tisular se produce
vasoconstriccion, su finalidad es producir enlentecimiento del flujo sanguineo, ya
que la capa muscular lisa se contrae cuando el vaso se dafa y por tanto las
pérdidas de sangre son minimas (Majluf y Pérez, 2006); posteriormente la matriz
subendotelial se expone confiriendo adherencia a las plaquetas, este proceso de
adhesion depende de la union del Factor de Von Willebrand (FvW), una
glicoproteina presente en la membrana de la célula endotelial, para el cual las
plaquetas tienen receptores en su superficie como son Ib, V, IX (Cordoba et al.,
1999). Una vez producida la adhesion plaquetaria las plaquetas presentan
cambios morfolégicos en su citoplasma como la aparicion de prolongaciones y
liberacion de granulos que almacenan, lo que favorece la unién de las membranas
plaquetarias, este fendmeno se denomina agregacion plaquetaria, en el que
intervienen el fibrinégeno y el complejo glicoprotéico lIb/llla (Fuentes et al., 1998,
Cordoba et al., 1999). La hemostasia secundaria se caracteriza por la formacion
de un agregado plaquetario impermeable y consolidado que esta entrelazado y

rodeado de una red de fibrina inducida por la cascada de coagulacién, durante
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esta etapa la trombina favorece la formacion de fibrinégeno en fibrina, confiriendo
asi permanencia en el coagulo plaquetario (Fuster et al., 1997) (Figura. 1). Es
importante mencionar, que una vez que se activa el proceso de coagulacion para
detener la hemorragia, se continua con el proceso de disolucion del coagulo, este
proceso recibe el nombre de fibrindlisis, el cual es uno de los mecanismos
hemostaticos mas importantes para prevenir el depdsito de fibrina en la

vasculatura e impedir la obstruccion del vaso sanguineo (Ceccotti et al., 2007).
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Figura 1. Hemostasia primaria y secundaria. La circulacién de la sangre es un proceso
continuo, en donde viajan elementos celulares como plaquetas, leucocitos, eritrocitos A. Ante un
dano vascular ocurre la vasoconstriccion, la adhesion y agregacién plaquetaria, e incorporacién
de leucocitos vy eritrocitos a sitio de dafio B. La union entre el endotelio y las plaquetas se da por
medio de la expresion de FVW en la superficie endotelial, y la expresion de Gp lIb/llla para la

union de las plaquetas, para dar firmeza al coagulo se intercala fibrina C.

El sistema de coagulacion es un mecanismo complejo y esencial para la vida,

cualquier alteracion en este ocasionara un estado patoldgico, por lo que es
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importante mantener un equilibrio entre los factores procoagulantes vy
anticoagulantes. Una de las enfermedades conocidas y bien estudiadas es la
trombosis causada por la alteracion en el proceso de coagulacion (Arguelles,
2009).

TROMBOSIS

La trombosis se define como la obstruccion local del flujo de la sangre en algun
vaso sanguineo arterial o venoso, que provoca que los tejidos y células irrigados
por ese vaso sufran isquemia, es decir, falta de oxigeno pudiendo producir una
lesion en las células que puede evolucionar a necrosis o algun tipo de muerte
celular (Murillo, 2005). La masa que impide el paso de la sangre se llama trombo,
el cual sera un coagulo patolégico en un tiempo y lugar inadecuado (Majluf, 2007)
(Figura 2). Aunque las arterias y las venas son los sitios mas frecuentes de
aparicion de trombosis, también puede ocurrir en los capilares (microcirculacion) o

dentro de las cavidades del corazon (Montero et al., 2010).

Figura 2. Corte transversal de una arteria humana. Se observa la oclusién de la luz de la

arteria por la formacién de un trombo. (Tomado de Sandoya, 2008).

La trombosis es considerada como una enfermedad multifactorial, y desde hace
muchos afnos se ha estudiado los mecanismos que intervienen en el desarrollo de

trombosis. En 1856 Rudolf Virchow clasifica una serie de factores que inducen el



desarrollo de trombosis, hipercoagulabilidad de la sangre, dafio a la pared
vascular y estasis circulatoria (Kyrle et al., 2009; Malone et al., 2006; Makin et al.,
2002; Mammen, 1992) (Figura 3).

Danio a Alta
la parad coagulacion

del vaso Trombosis \.

Figura 3. Triada de Virchow (1856). Virchow describe tres factores que predisponen a la
trombosis:1) estasis circulatoria (reduccion de la velocidad del flujo), 2) hipercoagulabilidad
(alteraciones en los componentes de la sangre) y 3) cambios en la pared del vaso sanguineo.
(Tomado de Kyrle 2005).

En la actualidad la triada fisiopatologica sigue vigente; por lo tanto, la alteracion de
alguno de sus componentes o desequilibrio provoca la aparicién de un estado
protrombdético. De esta forma se entiende que hay un desequilibrio en la induccién
de un tapdon hemostatico en el lugar de la lesion, llevando a una inapropiada
activacion de los factores hemostaticos normales, como es la formacion de
trombos en la vasculatura no lesionada o la oclusion trombdética de un vaso tras
una lesion menor (Montero et al., 2010). La tendencia a sufrir una trombosis es un
fendmeno también llamado trombofilia el significado de este concepto dentro del
campo de la hematologia se refiere a un desorden de los mecanismos
hemostaticos que predisponen a un estado trombdtico (Arguelles, 2009, Guideline,
2001); los estados trombofilicos se asocian con un grupo de trastornos clinicos
que aumentan el riesgo a fendmenos trombadticos, los cuales se dividen en

factores de riesgo genéticos como es la deficiencia de proteinas importantes en el



proceso de coagulacion por ejemplo, la deficiencia de antitrombina provoca el
aumento de trombina y por lo tanto el desarrollo de trombos. También existen los
factores de riesgo adquiridos que son mediados principalmente por el ambiente o
el estilo de vida y recientemente los factores de riesgo desconocido asociados al
endotelio como una unidad independiente las células endoteliales (Murillo et al.,
2005; Malone et al., 2006, Pendas et al., 2002, Rosendaal, 1999) (Figura 4).

FACTORES DE RIESGO

HEREDITARIO S

Deficiencia de Antitrombina
1]
Deficiencia de proteina G
Deficiencia de Proteina S
Deficiencia de
Flasmindgena
Cofactor Il de la heparina
Factor Xl
Mutacion del gen dela

ADQUIRIDOS

Cancer
Hipertension
Cirugia
Inmovilizacién
Trauma
Obesidad
Embarazo
Tabaquismo

DESCOMOCIDOS

protrombina

TROMBOSIS

Figura 4. Factores de riesgo trombético. Dentro de los factores de riesgo involucrados en
el desarrollo de trombosis se incluyen los hereditarios, principalmente la deficiencia de
proteinas necesarias para la coagulacion, los adquiridos que son ocasionados por el
ambiente y el estilo de vida. Y por ultimo los factores de riesgo desconocidos como es los

cambios aue ocurren en el endotelio

De esta manera se entiende que la trombosis es consecuencia de una activacion
desbordada de la hemostasia que sobrepasa los mecanismos de regulaciéon
(Majluf et al., 2007; Dickson et al., 2004; Makin et al., 2002). La trombosis también
es inducida por cambios funcionales del endotelio. El papel del endotelio vascular
en los procesos trombéticos es importante debido a la expresion de una gran
variedad de factores que contribuyen a la hemostasia, incluyendo factores que

inducen o inhiben el proceso de coagulacién, moléculas que intervienen en la



adhesion celular para inducir la formacion del coagulo, sustancias que promueven
vasoconstriccion entre otras (Gross et al., 2000) , por lo tanto el endotelio vascular
en condiciones saludables es un semaforo biolégico de su integridad y buen
funcionamiento depende la estabilidad e induccién de la formacién de un coagulo

solo en sitios en donde es necesario.

ENDOTELIO VASCULAR ESTRUCTURA Y FUNCION.

El establecimiento de los islotes sanguineos durante el desarrollo embrionario
marca el inicio de la vasculogénesis y la hematopoyesis; estos islotes sanguineos
derivan de agregados celulares procedentes del mesodermo que colonizan la
parte central del saco vitelino 7.25 dias post coito en ratones, asi como en
humanos, las primeras células sanguineas estan compuestas principalmente por
progenitores eritroides nucleados, las células endoteliales surgen paralelamente a
estas. Durante las siguientes 12 H las células centrales que se encuentran dentro
del agregado celular, daran origen a las células hematopoyéticas embrionarias
mientras que las periféricas daran origen a las células endoteliales para formar las
estructuras vasculares en donde posteriormente viajaran las células
hematopoyéticas. Esta primera asociacion entre los dos linajes hematopoyético y
endotelial, ha conducido a la hipétesis de que surgen de un precursor comun, el
hemangioblasto (Sabin, 1920; Murray, 1930; Wagner, 1980; Lacrin, 2009). En
1980 el término hemangioblasto habia sido utilizado para describir a una célula
bipotente generada en el desarrollo embrionario y existe transitoriamente para el
desarrollo del sistema vascular y sanguineo (Wagner, 1980). Hasta el momento
existe una controversia acerca del origen del sistema hematopoyético y el
vascular. En un modelo murino, se propone identificar al hemangioblasto por la
coexpresidon de marcadores de membrana compartidos durante el desarrollo
embrionario en el mesodermo por ejemplo FkI-1 (Hirschi, 2012); y en humanos la
coexpresion de caracteristicas fenotipicas como la presencia de CD34 y KDR
(Choi et al., 1998). Por lo tanto el endotelio vascular se genera durante el
desarrollo embrionario a partir del mesodermo, mediante un proceso denominado

vasculogenésis; una vez establecido el primer sistema vascular, el desarrollo de
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nuevos vasos sanguineos se produce por el surgimiento de nuevas células
endoteliales que se asocian a las ya existentes, lo que dara origen a las venas y
arterias, estos procesos son conocidos como angiogénesis y arteriogénesis.
(Ingram et al., 2005, Urbich y Dimmeler., 2004). Para llevar a cabo la
diferenciacion, proliferacion y mantenimiento el endotelio depende de la presencia
de factores proangigénicos y angiostaticos; los factores proangiogénicos incluyen
factores de crecimiento. Los factores de crecimiento son proteinas que estimulan
el crecimiento y la divisidbn celular se conocen varios factores que regulan los
procesos de desarrollo, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento tipo
insulina (IGF-1), factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (Alberts et al., 1996) y citocinas como factor de
necrosis tumoral (TNF) e interleucina 2 (IL-2) (Fitridge et al., 2001). El endotelio
proporciona un revestimiento de los vasos sanguineos y el sistema circulatorio, y
forma una barrera estructural entre el espacio vascular y los tejidos existe
adhesion entre las células endoteliales mediada por moléculas de adhesion
incluyendo caderinas y moléculas de adhesion de células endoteliales y plaquetas
(PECAM-1) o CD31, esta ultima molécula pertenece a la familia de las
inmunoglobulinas y es expresada altamente en la vasculatura, se ha propuesto
que también actua como una molécula de acoplamiento de otras proteinas como
las integrinas y de esta manera proporcionar mas fuerza a las estructuras
vasculares. En 1953 a través de estudios de microscopia electrénica Palade
descubre pequefias vesiculas en el interior de las células endoteliales, que mas
tarde se describen como una de las principales caracteristicas de dichas células
actualmente conocidos como cuerpos de Weibel Palade encargados de secretar
entre otras moléculas, el FVW, cuya funcion es importante en el sistema de
coagulacion (Warner et al., 1995). Mas tarde se describi6 la asociacion que existe
entre las células endoteliales con las células sanguineas, por ejemplo la
regulacion del paso de los linfocitos desde el espacio intravascular a sitios de
extravasculares de inflamacién, los mecanismos de transmigracion de los

leucocitos estd mediada por moléculas de adhesiéon como las selectinas,
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integrinas y algunas inmunoglobulinas; los leucocitos ruedan a través del endotelio
para después migrar en un proceso llamado diapédesis, la migracién se produce a
través de las células endoteliales. Diversos estudios fueron enfocados en entender
la fisiologia del endotelio, en los afios 70°s se realizan los primeros cultivos de CE,
en donde se puede observar que su replicacion es extremadamente baja, por lo
que se dice que estas células pueden ser quiescentes o con una tasa de
replicacion extremadamente baja (Cisnes et al., 1998). Actualmente se sabe que
la monocapa de células endoteliales que cubren en conjunto el interior de los
vasos sanguineos del cuerpo humano adulto, mide aproximadamente 350 m? y
pesa alrededor de 1100g (Galley et al., 2004); ademas de estar involucrado
activamente en procesos cardiovasculares, incluyendo la regulacion de la
perfusion, regulacion del tono vascular, permeabilidad permitiendo el paso de
pequefias y grandes moléculas, hemostasia, fibrindlisis, secrecion de factores de
crecimiento, procesos inflamatorios, angiogénesis y vasculogénesis (Fadini et al.,
2010; Pries et al., 2006, Makin et al., 2000). El endotelio vascular como todos los
organos del cuerpo humano forma parte de un disefio perfecto. La superficie de
las células endoteliales esta cubierta por receptores con funciones especificas,
también tienen la capacidad de sintetizar sustancias que inhiben o activan la
agregacion plaquetaria, coagulacion de la sangre y fibrinolisis y por tanto
desempefia un papel activo en la regulacion de este sistema proporcionando un
papel procoagulante y anticoagulante; la integridad del endotelio es necesaria para
el buen funcionamiento de los vasos sanguineos y mantenimiento de un estado no

trombogénico (Roger et al., 2007).
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CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES.

La formacidn de nuevos vasos sanguineos ocurre via vasculogénesis,
angiogénesis y arteriogénesis (Conway, 2001). Desde 1997 la vasculogénesis
postnatal es un mecanismo importante para la angiogénesis a través de células
progenitoras endoteliales derivadas de MO (Yoder et al., 2007). Para identificar la
poblacion de CPE se utilizan parametros como obtencion de CMN de MO o SP
sembradas en fibronectina o colageno, en un medio con factores especificos, la
deteccion de moléculas de superficie se realiza mediante citometria de flujo asi
como identificar las colonias in vitro (Critser et al., 2011). Sin embargo, cada
método utilizado para identificar a esta poblacién es diferente. En 1997 Ashara et
al, aisla caracteriza y examina la funcién de una poblacion de células humanas en
sangre periférica CD34+, capaces de diferenciarse hacia células endoteliales y
contribuir en procesos de vasculogénesis postnatal, a las que llama CPE (Asahara
et al., 1997); se menciona que la vasculogénesis postnatal es un proceso
importante de angiogénesis en el adulto, sugiriendo que las CPE son células
derivadas de MO, y que se encuentran circulando en SP, principalmente
reparando dafos que pudiera sufrir el endotelio como isquemia, incluso en casos
de angiogénesis tumoral (Ingram et al., 2005). Basados en este paradigma las
CPE tienen un extensivo estudio como biomarcadores de enfermedades
cardiovasculares y basadas en la terapia celular el uso para la reparacion y
regeneracion de los vasos sanguineos dafados (Fadini et a., 2010; Ingram et al.,
2007). El marcador CD34 es una glicoproteina de superficie celular expresada en
el desarrollo temprano de células progenitoras hematopoyéticas, células
endoteliales y fibroblastos embrionarios, esta molécula se expresa en CMN de MO
en un 1.5%; es un marcador de células inmaduras presentes en células madre y
progenitoras hematopoyéticas, se ha sugerido por algunos grupos de trabajo que
CD34 esta implicado en procesos de adhesion celular de células hematopoyéticas
al estroma de la medula ésea (Krause et al., 1996). Posteriormente Ito et al, en
1999 describe a una poblacion de CPE positivas para Tie-2, CD31 y KDR
presentes en circulacion, menciona que su sobrevivencia esta mediada por
angiostatinas ya que esta molécula inhibe la migracién y proliferacién e induce
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muerte en CPE y pueden servir como terapia en procesos de angiogénesis
tumoral, es importante resaltar que el efecto biolégico antes descrito solo se
presenta en CPE y no en células endoteliales maduras (/o et al., 1999). El
marcador de superficie Tie-2 es altamente expresado en el endotelio durante el
desarrollo embrionario (Dumount et al., 1992), es el receptor para angiopoyetinas,
las angiopoyetinas son factores de crecimiento requeridos para la formacion de
vasos sanguineos, también es expresado en endotelio adulto incluyendo, venas,
arterias y capilares (Peters et al., 2004). Por otro lado /to, basa la caracterizacion
de CPE en la expresion de CD31 también conocido como PECAM-1 pertenece a
la familia de las inmunoglobulinas y es expresado en el endotelio vascular,
también esta envuelto en procesos de inflamacién, durante la transmigracion a
través de las células endoteliales por los neutrofilos y monocitos a sitios de
inflamacion (Demeure et al., 1996). Dentro de la poblacion de CPE se tiene
caracterizada una fraccion celular denominada CFU-Hill, las cuales tienen una
baja tasa de proliferacion, y estan involucradas en procesos cardiovasculares, se
menciona que existe un aumento de estas células en SP como un reflejo del dafio
en el endotelio y también pueden servir como marcadores prondsticos de dafio
endotelial (Hill et al., 2003), después de varios estudios para caracterizarlas se
obtiene que tienen un origen hematopoyético esto debido a la presencia del
marcador de leucocitos CD45 ya que este marcador pertenece a leucocitos. Por
otro lado existe una hipétesis en donde se maneja que monocitos y macréfagos
son potentes reguladores de la respuesta angiogénica en la circulacidon y son
llamadas células angiogénicas en circulacion (CAC) y juegan un papel importante
en la regulacién de la hemostasia y la iniciacion de la neoangiogénesis durante
isquemia, remodelacion del tejido y tumorogénesis sin llegar a ser parte integral de
la intima del endotelio (Hirschi et al., 2008).

Por otra parte, diversos grupos de trabajo se enfocaron en estudiar la biologia de
las CPE, esto debido a la utilidad clinica que se le pudiera dar en un futuro como
terapia celular. Un avance importante hacia el logro de una mejor comprension de

la biologia vascular, es la identificacién de una nueva jerarquia de CPE, las CFCE
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(Reinisch et al., 2009). Las CFCE son consideradas como una poblacion de
células endoteliales raras, cuya presencia ha sido detectada en sangre periférica
con una frecuencia muy baja (2 CFCE 100, 000, 000 CMN); pero que sin embargo
tiene un alto potencial de proliferacion (Yoder et al., 2007; Critser et al., 2011);
una caracteristica que las hace unicas dentro de las células endoteliales hasta
ahora identificadas, es la capacidad de formar una estructura vascular in vitro e in
vivo, lo que las ha caracterizado como las verdaderas células endoteliales en la
etapa adulta (Yoder et al., 2004; Yoder et al., 2007; Hirschi et al., 2008). No
obstante a lo anterior, las CFCE se han clasificado dentro de la poblacion de CPE
por su alto potencial clonogénico, por lo que se ha sugerido que estas células
pueden circular en SP e intervienen en procesos intrinsecos como es el recambio
de células endoteliales senescentes, en proceso de muerte celular programada
(apoptosis) o bien en la regeneracién de la red vascular causada por efectos
extrinsecos como el dafio mecanico, o bien la pérdida del tejido vascular por

enfermedades vasculares (Yoder et al., 2007; Blann et al., 2005).

Por otra parte, se ha observado, que las CFCE comparten marcadores de linaje
hematopoyético como es el antigeno de superficie CD34 y KDR, caracteristico de
células troncales y progenitoras hematopoyéticas, lo que podria relacionarse con
su alto potencial clonogénico (Hirschi et al., 2008); asimismo estas células
consideradas dentro de la poblacion de las CPE, pueden ser identificadas por la
expresion de antigenos de superficie, siendo la citometria de flujo la principal
herramienta utilizada para identificar a las CTH y CPH, en donde marcadores de
superficie como CD34 y KDR, ahora son usados para seleccionar y distinguir a
las CPE, esto aunado a otras proteinas tales como CD31, CD146, asi como de la
ausencia de las proteinas CD45 y CD14, especificas de células hematopoyéticas y
particularmente de los monocitos. Existen caracteristicas establecidas para los
tipos de CPE identificadas hasta el momento, en la Tabla 1, se describen algunas
caracteristicas de las UFC-Hill, CAC y CFCE.
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UFC-Hill CAC CFCE

Proliferacion clonal - + +
Capacidad de resiembra - - +
Formacion de estructuras +/- +/- +

tubulares in vitro

Formacion de nuevos vasos - - +

sanguineos in vivo

Homing a sitios de isquemia in + + +
Vivo
Fagocitosis + + R
Fenotipo CD34+/- CD34+/- CD34+
CD133+/- CD133+/- CD133-
KDR+ KDR+ KDR+
CD45+/- CD45+/- CD45-
CD14+/- CD14+/- CD14-
CD31+ CD31+ CD31+
eNOS+ eNOS+ eNOS+
FvW+ FvW+ FvwW+

Tabla 1. Caracteristicas de las UFC-Hill, CAC y de las CFCE. (Tomado de Hirschi 2008)
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Estos hallazgos han permitido entender algunos aspectos de la biologia de las
CPE en condiciones fisiolégicas normales. No obstante, hasta este momento no
existen estudios en la literatura, relacionados a las caracteristicas bioldgicas de las
CPE, especificamente las CFCE en situaciones patoldgicas, tal es el caso de la
trombosis, por lo que resulta interesante abordar aspectos relacionados con la
presencia y funcién de las CFCE bajo estas condiciones en pacientes con

trombosis.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia se sabe que la trombosis es una enfermedad multifactorial ya que se
asocia a factores de riesgo genéticos y adquiridos; sin embargo, también se ve
involucrada en una serie de patologias como la diabetes, hipertension, infartos y
cancer, siendo estas las primeras causas de muerte en México y en el mundo.
Hasta ahora, gran parte de los estudios relacionados a la trombosis son
epidemiologicos y clinicos, siendo pocos los estudios basicos. En la literatura se
ha descrito la participacion de tres factores que estan asociados al desarrollo de
la trombosis, en el que figura el dafio a la pared del vaso, elemento clave de
nuestro estudio. Las investigaciones hechas sobre el endotelio vascular como
unidad minima, es decir, la célula endotelial, en condiciones normales, ha sido
abordada por muchos grupos de trabajo, lo que ha llevado a conocer su fenotipo y
caracteristicas funcionales, sin embargo, hasta el momento no existen reportes
acerca de células endoteliales obtenidas de pacientes con trombosis, por lo que
en este estudio se analizaron aspectos relacionados con la manera de obtenerlas,
su caracterizacion fenotipica, ensayos de funcionalidad in vitro, asi como la
deteccion de alteraciones numeéricas; las cuales fueron obtenidas a partir de una
poblacién de CMN de SP de pacientes con trombosis y donadores sanos, hasta la
aparicion de Células Formadoras de Colonias Endoteliales. Este estudio puede ser
considerado la base de futuros estudios relacionados con la biologia de la

trombosis y muy probablemente en investigaciones de medicina regenerativa.
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HIPOTESIS

Existen estudios que demuestran la presencia de células formadoras de colonias
endoteliales en sangre periférica de sujetos sanos; sin embargo también se
menciona que ante un dafno, el endotelio vascular sufre alteraciones en cuanto al
numero y funcionalidad de células endoteliales en sangre periférica como reflejo
de la presencia y severidad de alguna patologia vascular. Por lo antes
mencionado, se esperaria que las células formadoras de colonias endoteliales
obtenidas de sangre periférica de pacientes con trombosis presenten diferencias
en cuanto a sus caracteristicas fenotipicas, numéricas, estructurales vy

morfolégicas en comparacion con su contraparte normal.
OBJETIVO GENERAL
Obtener y caracterizar CFCE a partir de SP de pacientes con trombosis.

OBJETIVOS PARTICULARES

» |dentificar la presencia de las CFCE procedentes de CMN de SP, de

pacientes con trombosis y sujetos sanos en cultivos in vitro.

= Determinar la frecuencia de las CFCE de pacientes con trombosis y sujetos

sanos.

= Evaluar la presencia de los antigenos de superficie CD14, CD31, CD34,
CD45, KDR, CD90 y CD146 en las CFCE, de pacientes con trombosis y
sujetos sanos.

» Analizar la morfologia de las CFCE obtenidas.

» Demostrar la capacidad de las CFCE de pacientes con trombosis y sujetos

sanos, para formar estructuras tubulares in vitro.
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II. METODO

Obtencion de muestras de SP

Se obtuvieron entre 60-100 ml de sangre periférica de 24 pacientes con trombosis
colectados con 2 ml de solucion de heparina 5000 U/ml diluida 1:5; se utilizaron
jeringas de 20 ml (Sensi Medical, JAYOR) para colectar la muestra, de los cuales
15 fueron mujeres y 9 hombres. Las muestras fueron obtenidas del Hospital
General Regional No. 1 Dr. Carlos MacGregor Sanchez Navarro, del Instituto
Mexicano del Seguro Social en la Unidad de Medica de Investigacion en
Trombosis Hemostasia y Aterogénesis. De la misma forma se colectaron 16
muestras de voluntarios clinicamente sanos sin ninguna enfermedad hematolégica

de los cuales fueron 9 mujeres y 7 hombres.

Obtencion de CMN

Las CMN se obtuvieron como se describe a continuacién. La SP obtenida de los
pacientes con trombosis y sujetos clinicamente sanos, sin ninguna enfermedad
hematoldgica aparente, fue diluida con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
(Invitrogen, Grand Island, NY) pH 7.2-7.4 y se llevé a un volumen equivalente con
Ficoll[Hypaque (<1.007g) (Sigma, st Louis, USA) fueron centrifugadas a 1500
rom, durante 30 minutos a temperatura ambiente, el botdn celular fue lavado con 2
ml de PBS al 10% de SFB (Hyclone, USA). El conteo celular se realizé en una
camara de Neubauer de cristal (Mariendfeld, Germany). Para evaluar la viabilidad
se realizd una prueba de exclusion al azul tripano, esta técnica se utiliza para
determinar el numero de células viables presentes en una suspension de células,
ya que este colorante es capaz de penetrar al interior de las células cuya
membrana celular estd dafiada considerando a estas células no viables. Las
células que no se tifien de color azul se consideran vivas. Brevemente, se tomaron
20ul de PBS al 10% de SFB con CMN, adicionandoles 20ul de colorante,
enseguida se contaron las células vivas y muertas en la camara de Neubauer bajo

el microscopio obteniendo el porcentaje de células vivas.
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Generacion de CFCE

Las CMN fueron resuspendidas en 2 ml de medio EGM-2 (Lonza, Walkersville,
MD, USA), suplementado al 10% de Suero Fetal Bovino (FBS; Hyclone, Logan,
UT) y 10 ng/ml de antibiéticos como la penicilina/estreptomicina (GIBCO, USA) y
gentamicina (Corporation Invitrogen, USA). Las células fueron sembradas en una
placa de seis pozos (Corning, USA) previamente tratada con colageno de rata tipo
| (BD Biosciences, Bedford, MA) se sembraron alrededor de 30,000,000 de CMN
en cada pozo, se incubaron a una temperatura de 37°C, en una atmésfera de 5 %
de CO, y condiciones optimas de humedad (Incubadora Nuaire, USA). Después de
24 h las células no adherentes fueron retiradas del medio y se adicioné 1 ml de
medio EGM-2 fresco, asi se procedioé diariamente hasta que se logré detectar la
presencia de CFCE. Una vez identificadas las CFCE fueron contadas por
inspeccion visual, bajo el microscopio invertido a 10X (Q. Imaging, Olympus). Se
analizé la morfologia de las CFCE generadas de pacientes con trombosis,

donadores sanos y HUVEC.

Clonacion de Colonias de células endoteliales (CCE)

Las colonias de células endoteliales generadas, fueron aisladas del cultivo original
por medio de un anillo de clonacién (BEL-ART, USA) mediante el uso de tryPLE
Express (Invitrogen, USA) para disociar a las CFCE, después de 3 min de estar en
contacto con el tryPLE Express se adicioné inactivador de tryPLE Express
(Invitrogen, USA), posteriormente fueron sembradas en un nuevo pozo de cultivo o
en botellas de cultivo T75 cm 2 (Corning USA) previamente tratado con colageno
de rata tipo | (BD Biosciences, Bedford, MA), y resuspendidas en medio EGM-2
(Lonza, Walkersville, MD) y de esta manera se mantuvieron en cultivo hasta llegar
a un 80% de confluencia, en promedio 30 dias contando desde el dia que se

sembraron las CMN.
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Obtencion y cultivo de HUVEC

Como control interno del estudio se utilizaron células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVEC) de partos normales a término. Fragmentos de vena de
cordén umbilical fueron obtenidos en el servicio de ginecobstetricia, del hospital
general de Zona Troncoso IMSS. Las muestras fueron transportadas al laboratorio
en tubos de plastico de 50 ml con tapa de rosca (Falcon, USA), con PBS
(Invitrogen, Grand Island, NY) al 10% de SFB (Hyclone, USA) y antibiéticos como
penicilina/estreptomicina (GIBCO, USA) y gentamicina (Corporation Invitrogen,
USA). El procedimiento para obtener las HUVEC desde el nacimiento hasta el
cultivo no tardo mas de 6 h. Las HUVEC fueron aisladas por actividad enzimatica,
con liberasa durante 15 minutos a una temperatura de 37°C. Posteriormente se
realizaron multiples lavados con PBS (Invitrogen, Grand Island, NY), para colectar
las células y posteriormente fueran centrifugadas, el botén celular fue
resuspendido en medio especifico EGM-2 (Lonza, Walkersville, MD)
suplementadas con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS; Hyclone, Logan, UT) y
antibidticos. Fueron sembradas en cajas petri de 10 ml (Corning USA) tratada con
colagena de rata tipo | (BD Biosciences, Bedford, MA) en condiciones de cultivo.
Las colonias de pasajes 1 a 3 fueron expandidas y usadas como control de los

experimentos.
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Morfologia de CFCE en cultivo

Las CMN fueron observadas bajo el microscopio invertido (Olympus, Japan) desde
el dia 1 y en los diferentes dias de cultivo hasta la aparicion de las CFCE
(aproximadamente en el dia 8 en pacientes con trombosis y en el dia 13 en
donadores sanos). Se captaron imagenes con una camara fotografica
microPlublisher 5.0 RTV (Qimaging, Canada), en donde se observaron los
cambios morfologicos de las CMN hasta la detecciéon de CFCE y posteriormente

Su expansion.

Inmunofenotipo de CFCE

Para determinar el inmunofenotipo de las CFCE, se utilizaron pasajes tempranos
(1 a 3); en fase de confluencia se cosecharon las células utilizando un disociador
enzimatico tryPLE Express (Invitrogen, USA) durante 3 minutos a una temperatura
de 37 °C, posteriormente se inactivd a la enzima con inactivador de tryPLE
Express (Invitrogen, USA), las células se resuspendieron en 1ml de EBM-2
(Lonza, Walkersville, MD, USA) y se contaron. Posteriormente se colocaron
30,000 células endoteliales en un volumen 500 pyl de PBS en un tubo para
citometro y fueron incubadas con 2ul de cada uno de los anticuerpos
monoclonales especificos conjugados con los diferentes fluorocromos, el tiempo
de incubacion fue de 20-30 min a 4°C en obscuridad. Los anticuerpos utilizados
son: antiCD146 conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (MASCS,
MiltenyiBiotec), antiCD31 conjugado con aloficocianina (APC) (eBioscience),
antiCD34 conjugado con ficoeritrina (PE) (eBioscience), antiCD45 conjugado con
PE (eBioscience), antiCD90 conjugado con APC (eBioscience), antiCD14
conjugado con FITC (eBioscinece), antiKDR conjugado con APC (MASCS,
MiltenyiBiotec). Posteriormente se realizaron lavados de las células con PBS y
SFB al 3% para evitar el pegado inespecifico de los anticuerpos, después las
células fueron fijadas con paraformaldehido al 5%. Finalmente fueron analizadas

en un citometro de flujo (FACS Calibur, BD Biosciences), para lo cual se
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adquirieron 10,000 eventos. Los resultados fueron analizados mediante el

Software FlowJo version 7.6.5.

Ensayo de estructuras tubulares in vitro

Para realizar los ensayos de formacion de estructuras tubulares, se obtuvieron
CFCE de pasajes tempranos (1 a 3), las cuales fueron sembradas en una placa de
48 pozos fondo plano (Corning USA), con 40 ul de matrigel (BD, Biosciences) a
una densidad celular de 50,000 células por pozo, mismas que fueron diluidas en
40 pl de medio EGM-2 suplementado con 10% de SFB. Transcurridas 24 h las
células fueron analizadas visualmente por medio del microscopio invertido a

diferentes aumentos 10X, 20X y 40X respectivamente.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en este trabajo se sometieron a analisis estadistico t-
student y ANOVA, mediante paquetes estadisticos de los programas Excel y
Sigma Stat 3.5.
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III. RESULTADOS

CULTIVO DE CMN Y GENERACION DE CFCE.

Se ha reportado, que las CFCE son una poblacion rara en SP y que se encuentran
en una proporcion de 1 CFCE/50, 000,000 de CMN. En la literatura se describen
protocolos para la obtencién y mantenimiento de las CE, a partir de SP de
donadores sanos, sin embargo, la estrategia utilizada para obtenerlas varia en los
diferentes grupos de trabajo. Por lo que en este estudio se partié de una estrategia
de cultivo, en donde se siguid una secuencia de una poblacion total de CMN

obtenidas de SP de donadores sanos asi como de pacientes con trombosis.

Las CMN obtenidas por gradiente de densidad fueron cultivas en una placa tratada
con colagena de rata tipo I, partiendo en promedio de 80 ml de SP de donadores
sanos y pacientes con trombosis, de los cuales se obtuvieron un total de 85,
000,000 de CMN y una viabilidad del 98%. Se sembraron alrededor de 30,000,000
CMN en cada pozo. En el dia 1 de cultivo se observa una alta densidad celular en
suspension, al igual que células de diferentes tamafos con morfologias variadas,
por lo tanto se habla de diferentes poblaciones celulares como leucocitos,
monocitos, incluso algunos eritrocitos también son observables (Figura. 6-A, A).
El cambio de medio se realizé cada 24 h para retirar las células no adheridas en la
placa de cultivo, la densidad celular en suspensién disminuyd cada vez que se
realizaron los cambios de medio, sin embargo detecto la presencia de otra
poblacién celular, las caracteristicas de esta nueva poblacion identificada eran
pequefios agregados de celulares que conforme paso el tiempo y se realizaban los
cambios de medio se iban desintegrando (Figura. 6-A, B). En promedio entre el
dia 12 y 18 se detecto la presencia de las primeras colonias de células
endoteliales en donadores sanos y entre el dia 8 y 15 la presencia de CFCE de
pacientes con trombosis, las colonias de células endoteliales se observan
formando un agregado de células con una morfologia tipo cobleston, cuando
aparecen estas colonias su tamafio es pequefio conformado por alrededor de 50 a
100 células (Figura. 6-A, C) pero conforme pasan los dias en el cultivo entre los
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dias 18 y 23 las colonias aumentaron de tamafo, esto significa que incrementaron
su proliferacion pero sin perder su morfologia (Figura. 6-A, D). Las CE siguieron
creciendo en numero, lo que favorecio la presencia de una colonia mas grande, en
donde se pudo observar una heterogeneidad en el tamafio de las células que
forman la colonia: células pequefias en el centro de la colonia y células de mayor
tamafo hacia la periferia (Figura. 6-B, E). De la misma forma se detectd la
capacidad de estas colonias de CFCE, para formar colonias secundarias. Las
colonias generadas de SP de pacientes con trombosis en un principio fueron
clonadas del cultivo inicial para ser sembradas en otra placa de cultivo con las
caracteristicas del cultivo primario; se observé que estas células clonadas tienen
la capacidad de generar mas colonias con las mismas caracteristicas de la

primera colonia (Figura. 6-B, F)

Las colonias de células endoteliales se mantuvieron en cultivo hasta llegar a
confluencia, es decir, las colonias sembradas en una nueva placa continuaron
proliferando hasta cubrir un 75% de la capacidad de la placa de cultivo. En este
punto, ya no se observaron las colonias que dieron origen a estas células, pero si
se detectdé una alta confluencia, es importante mencionar que el tamano de estas
células fue homogéneo. En las imagenes se observa una comparacion entre los
dos cultivos HUVEC y CFCE obtenidas de SP de pacientes con trombosis (Figura.
6-B, G y H). Las CE de SP de pacientes con trombosis, donadores sanos y
HUVEC se compararon visualmente bajo el microscopio a 20X y 40X, en donde se
pudo observar que la morfologia es un poco alargada para ambas, el tamafo de la

célula no varia mucho siendo un poco mas grande en HUVEC (Figura. 7).
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Figura 6-A. Cultivo de CMN de sangre periférica de pacientes con trombosis y generacion de

CFCE. 30,000,000 de CMN fueron sembradas en placas de 6 pozos previamente tratadas con
colagena de rata tipo I, en presencia de medio EGM-2. Dia cero A); 5 dias de cultivo B); presencia de
células grandes y pequefias en los dias 12 y 18 de cultivo C); Incremento en el tamafio de la colonia

entre los dias 18 D).
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Figura 6-B. Cultivo de CMN de sangre periférica de pacientes con trombosis y generacion de
CFCE. Dia 23 de cultivo E). Cultivo de células clonadas y presencia de colonias secundarias en el dia
25 F). Confluencia de CFCE G). Cultivo confluente de células HUVEC H). Las células en cultivo

fueron analizadas mediante un microscopio de contraste de fases Olympus a 4X.
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Figura 7. Comparacion morfolégica de CFCE pacientes con trombosis, HUVEC y donadores
sanos. Células endoteliales de pacientes con trombosis 20X y 40X (A, B). HUVEC 20X y 40X (C,
D). Células endoteliales de donadores sanos 20X y 40X (E, F), fueron comparadas
morfolégicamente después de 15 dias de cultivo mediante microscopio de contraste de fases
(Olympus, Japan).
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FRECUENCIA DE CFCE

Dentro de los resultados obtenidos se tiene que las CFCE estan presentes en SP
de donadores sanos y pacientes con trombosis, sin embargo presentan diferencias
en cuanto a su numero en sangre periférica; por lo tanto al realizar un promedio 15
muestras de pacientes con trombosis y 15 muestras de donadores sanos se
obtiene que por cada 7 colonias generadas de pacientes con trombosis, se
obtienen 0.6 colonias de donadores sanos, esto representa una diferencia

significativa con una P<0.05 (t Student) (Figura. 8).

Dentro de este analisis también se compard el tiempo en que aparecen las
colonias, siendo en los pacientes con trombosis en donde las colonias aparecen
en promedio de las muestras procesadas, el dia 13 y en sujetos sanos en el dia

18, sin embargo la diferencia no fue significativa (t Student) (Figura. 9).

También se evaluo el numero de colonias en pacientes con trombosis respecto al
sexo, en donde se obtiene que por cada 8 colonias generadas en mujeres con
trombosis se generen 4 colonias en hombres con trombosis lo que representa una
diferencia significativa al igual el tiempo en que se presentan las colonias es
significativamente menor en mujeres en comparacién con pacientes con trombosis
(Figura. 10 y 11).
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Figura 8. Promedio de 15 diferentes muestras de SP de pacientes con trombosis y sujetos
sanos para conocer el numero de CFCE generadas. *Diferencia significativa (P< 0.05 t
Student test)
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Figura 9. Promedio de 15 diferentes muestras de SP de pacientes con trombosis y sujetos

controles en comparacion en cuanto a la presencia en cultivo. Sin diferencia significativa.
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Figura 10. Promedio de 16 diferentes muestras de pacientes con trombosis haciendo una

comparacion entre ambos sexos. *Diferencia significativa (P=0.01 t Student test).
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Figura 11. Promedio de 16 diferentes muestras de pacientes con trombosis, en cuanto a al
tiempo en que se presentan en cultivo, haciendo comparaciéon entre ambos sexos. *Diferencia
significativa (P=0.032 t Student test).
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INMUNOFENOTIPO DE LAS CFCE

Una de las aplicaciones de la citometria de flujo es la deteccion de antigenos de
superficie celular por medio de un anticuerpo conjugado con un fluorocromo,
siendo la intensidad de fluorescencia detectada por el citometro, directamente

proporcional al numero de moléculas unidas al antigeno.

Las CFCE generadas fueron analizadas por medio de citometria de flujo. El
inmunofenotipo reveld que las células HUVEC, las CE de pacientes con trombosis
y las CE de donadores sanos expresan de manera semejante las proteinas de
membrana especificas de células endoteliales como es la proteina CD31, CD146,
CD34 y KDR (Figura. 12). Sin embargo existen diferencias sustanciales en la
intensidad de fluorescencia de la proteina CD34 en pacientes con trombosis, al ser
comparada con HUVEC y células endoteliales de donadores sanos (Figura. 12 A,
B y C) asi como de una marcada disminucion en la expresion de la proteina
CD146 de pacientes con trombosis al ser comparadas con HUVEC y CE de
donadores sanos (Figura. 12 D, E y F). Para la proteina de membrana CD31, la
intensidad de fluorescencia se mantiene similar en los tres grupos (Figura. 12 G,
H e I). También se detecto la intensidad de fluorescencia de KDR, en donde se
observa que en células HUVEC es significativamente menor comparada con

CFCE de pacientes con trombosis y donadores sanos (Figura. 12 J, K, L).

De igual manera es, importante sefalar el uso de anticuerpos monoclonales para
descartar otros linajes celulares en los cultivos, en donde se obtiene que las
colonias de CFCE generadas no expresen proteinas especificas de monocitos
como CD14 (Figura. 13 A, B y C) y se descarta también la expresion de la
proteina de membrana especifica de células hematopoyéticas CD45 (Figura. 13
D, E y F) de la misma manera no expresan proteinas de membrana que
caracterizan a las células mesenquimales o fibroblasto como es el caso de la
proteina CD9O0 (Figura. 13 G, He l).

En la Tabla 2, se muestra el promedio de tres experimentos independientes para

demostrar el porcentaje de expresion de los antigenos de superficie especificos de
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células endoteliales en las CFCE tanto de HUVEC, células de donadores sanos y
células de pacientes con trombosis, asi como de los antigenos de superficie de
células hematopoyéticas CD45 y CD14 y de células mesenquimales o fibroblastos
CD90; se observa que el porcentaje de expresion para CD31 y CD146 en las tres
muestras se mantiene similar sin presentar una diferencia significativa, sin
embargo el porcentaje de expresion de KDR en HUVEC es bajo en comparaciéon
con el porcentaje de expresiéon de CFCE de donadores sanos y pacientes con
trombosis lo que representa una diferencia significativa. El porcentaje de expresion
de KDR, en donadores sanos y pacientes con trombosis no presenta diferencias
significativas. Dentro de la tabla también se muestra el porcentaje de expresion de
CD34, los datos obtenidos indican que hay una elevada expresion de este
marcador en CFCE de pacientes con trombosis ya que al comparar con los dos
grupos, HUVEC y donadores sanos representa diferencia significativa; al comparar
el porcentaje de expresion de este marcador en HUVEC y donadores sanos se

obtiene que también hay una diferencia significativa, aun que no es muy marcada.

El porcentaje de expresion del marcador CD45 linaje hematopoyético, es muy bajo
en las tres muestras y estadisticamente no se considera significativo, de la misma
manera el marcador CD14 correspondiente a una poblacibn de monocitos se
expresa en un porcentaje bajo y no representa diferencias significativas entre una
muestra y otra; para el marcador CD90 el porcentaje de expresién es minimo o no
se expresa. Debido al bajo porcentaje de expresion de estos tres marcadores
CD45, CD14 y CD90 no se considera significativo y por lo tanto las CFCE

generadas no lo expresan.
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Eventos

HUVEC CFCE SANOS CFCE TROMBOSIS

ANnti CD34 --serresssrssscemmmss s >

Anti CD146 .............................................. L 2
Anti CD31  sreesreerseermesrmssresmnenaas >
KDR .............................................. >

Intensidad de Fluorescencia
Figura 12. Expresion de CD31, CD34, CD146 y KDR en CFCE de pacientes con trombosis y

sujetos sanos.
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Eventos

HUVEC CFCE SANOS CFCE TROMBOSIS

Anti CD 14 .............................................. L 2
Anti CD45  srreeesrmrssmmmsrs s >
Anti CDgo .............................................. >

Intensidad de Fluorescencia

Figura 13. Expresion de CD 14, CD45 y CD90 en CFCE de pacientes con trombosis y sujetos

sanos.

36



Tabla 2. Porcentaje de expresion de antigenos de superficie en células HUVEC,

CFCE de sujetos sanos y pacientes con trombosis.

Antigeno HUVEC CFCE sujetos CFCE pacientes
sanos con trombosis.

CD31 94.6+3.1 88.3+3.7 94.9+3.2
CD146 84.5+6.4 78.1+5.3 73.5%12.7
KDR 13.5%1.2*t 78.3%1.971 67.7%4.2*A
CD34 35+3.8*t 46117 87.5%4.6*A
CD45 4.8+2.2 1.7£1.6 NEY
CD14 2.23+.8 1.84+.8 1£.2
CD90 1.13+.8 .8+.3 1.3+.7

Porcentaje de expresion de CD31, CD146, KDR, CD34, CD45, CD14 y CD90, en HUVEC y en

CFCE de donadores sanos y pacientes con trombosis. Se

representa la media del porcentaje de

expresion de tres experimentos independientes. Diferencia significativa ANOVA (p<0.05).

*P<.001 ANOVA test CD34 HUVEC & Trombosis
1P.001 ANOVA test CD34 HUVEC & Sanos
AP=.007 ANOVA test CD34 Sanos & Trombosis
*P<.001 ANOVA test KDR HUVEC & Trombosis
1P<.001 ANOVA test KDR HUVEC & Sanos
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FORMACION DE ESTRUCTURAS TUBULARES in vitro

La capacidad de las células endoteliales para formar una red vascular in vitro, es
de vital importancia en el estudio de su biologia, ya que nos habla de las
cualidades que puede tener para regenerar sitios de dafo in vivo. Por lo tanto,
para demostrar lo anterior, se utilizaron CFCE de pasaje 3, en un cultivo
semisolido enriquecido con VEGF, y después de 24 H, se detecto la capacidad de
las células endoteliales generadas para formar una estructura tubular in vitro, esto
se observo en las CFCE de los pacientes con trombosis, los sujetos sanos y en el
control interno, las células HUVEC. Es importante mencionar, que el tiempo en el
que se detectaron dichas estructuras fue el mismo para las diferentes muestras
(Fig. 14).
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Figura 14. Formacién de estructuras tubulares in vitro. Fueron sembradas 50,000 CE de
pasajes tempranos en un medio semisolido (Matrigel) transcurridas las 24H se observo bajo el
microscopio la capacidad de las CE para unirse y formar una red. Red vascular de CFCE de
pacientes con trombosis después de 24 H en cultivo 20X (A). Estructura de donadores sanos
después de 24 H en cultivo 20X (B). HUVEC después de 24 H en cultivo 10X (C).
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IV. DISCUSION DE RESULTADOS

En los ultimos anos las enfermedades relacionadas con el sindrome metabdlico
han sido consideradas la primera causa de muerte (WHO, 2011). La trombosis se
encuentra dentro de este tipo de enfermedades, representando un alto porcentaje
de muerte; existen factores genéticos y adquiridos que predisponen a un estado
trombdtico, sin embargo también se desconocen algunos de los factores que
desencadenan la trombosis. El rol de las CPE esta dentro de los factores
desconocidos, ya que su aplicacion en la regeneracion en el sitio de dafo
endotelial ha sido y sigue siendo un blanco terapéutico para las posibles
aplicaciones clinicas a futuro. Es bien sabido, que las CE son aparentemente una
fuente restringida de proliferacion in vivo, pero conservan un potencial proliferativo
y se pueden expandir in vitro (Huang et al; 2009).Para entender las bases
celulares y moleculares de la formacion del endotelio, es necesario entender la
remodelacion, reparacion y regeneracion de la vasculatura y de esta manera
contribuir en nuevas areas de la investigacion. El endotelio ha tenido un
reconocimiento, gracias a las cualidades de las células endoteliales y los
importantes roles que pueden jugar en el mantenimiento de la hemostasia
vascular y la patogénesis de una variedad de enfermedades (Aird et al; 2007).
Recientemente algunas tecnologias permiten la identificacion de las CPE, y son
propuestas por representar un componente normal, forman elementos de la
circulacién sanguinea y juegan roles importantes en la patogénesis de diversas
enfermedades.

Un gran numero de investigaciones de la ultima década, hacen referencia a un
articulo publicado en 1997 por Ashara y colaboradores, en donde se aisla,
caracteriza y examina la funcion in vivo de una poblacién celular, las cuales
reciben el nombre de CPE obtenidas de sangre periférica (Ashara et al; 1997).
Este primer articulo presenta algunas evidencias para considerar la emergencia de
un nuevo paradigma en el proceso de neovascularizacion y una posible

vasculogenesis postnatal. Los aspectos tomados en cuenta para caracterizar este
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tipo celular son la morfologia, el método de cultivo utilizado, marcadores celulares

de superficie y ensayos de funcionalidad in vitro e in vivo (Hisrchi et al; 2008).

CULTIVO Y MORFOLOGIA DE CPE

Los estudios acerca de la biologia de las CPE son diversos, por lo que existen
muchos grupos de investigacién enfocados al estudio de las células progenitoras
endoteliales. En 1997 Ashara y colaboradores aislan, caracterizan y examinan in
vivo la funcion de una poblacién de CPE de sangre periférica humana (Ashara et
al; 1997).Ashara hace una relacion entre las proteinas de superficie compartidas
por el angioblasto y las células madre hematopoyéticas, y de esta manera poder
identificar la poblacién de angioblastos circulando en SP de adultos, por lo tanto,
en el articulo menciona que el 15.7% de las células presentes en sangre periférica
humana adulta expresan CD34, el supone que se podria tratar de una poblacion
de CPE, realiza una seleccion con perlas magnéticas de una poblacién CD34+ y la
siembra en una placa de cultivo tratada con fibronectina, dentro de esta
investigacién se observa que hay células adheridas al fondo de la placa formando
cluster in vitro con 5 dias de cultivo. Esta aportacion es retomada por /to et al,
quien aisla CMN de sangre periférica y las siembra en una placa de cultivo tratada
con fibronectina, después de 24 H retira las células no adherentes del cultivo y las
siembra en una nueva placa de cultivo tratada con fibronectina, en donde observa
que el numero de cluster emerge en el dia 7 de cultivo, y las llama colonias de
derivadas de CPE.

Por otra parte Hill et al modifico la técnica, siembra CMN de sangre periférica
durante 48 H en una placa tratada con fibronectina después retira las células no
adherentes para posteriormente observar como emergen las CPE. Las células
obtenidas por Hill et al, reciben el nombre de UFC-Hill. Hirschi et al, tiene
demostrado que sembrando CMN de sangre periférica en una placa tratada con
fibronectina y la presencia de un medio optimizado con factores de crecimiento de
células endoteliales, después de algunos dias de cultivo aparecen colonias

compuestas de agregados celulares en forma de esferas y en la base de esta
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colonia surgen células alargadas. Sin embargo, los métodos de cultivo antes
mencionados hablan de una poblacion de células hematopoyéticas con algunas
caracteristicas de CPE, las células generadas no tienen la capacidad de seguir
proliferando después de ser sembradas en una nueva placa de cultivo, ademas de
que sus caracteristicas morfologicas en cultivo hablan de agregados celulares que
con los cambios de medio pueden desaparecer; mas tarde Lin et al aisla CMN de
sangre periférica de pacientes con trasplante de médula 6sea, y las siembra en
una placa de cultivo tratada con colagena de rata tipo |, dentro de su investigacion
encuentra la presencia de dos poblaciones celulares, la primera surge en la primer
semana de cultivo y presenta una tasa de proliferacion baja, pero también surge
otra poblacién entre el dia 14 a 21, presentando una alta tasa de proliferacion,
sugiriendo que el origen es de médula 6sea del donante.

Tomando en cuenta los diferentes tipos de cultivos realizados para identificar a
una poblacién verdadera de CPE en este trabajo se partio de una poblacién total
de CMN de SP de pacientes con trombosis y donadores sanos (Figura 6 Ay B),
sin una seleccion previa como lo hecho por Ashara, las células fueron sembradas
en una placa tratada con colageno de rata tipo | y el cambio de medio cada 24 H,
esta técnica de cultivo se tenia reportada por Ingram y cols 2004. Conforme
avanzan los dias de cultivo, entre los dias 12 y 18 para pacientes con trombosis y
15 y 21 para donadores sanos se detecta la presencia de las CFCE (Figura 6).
Segun lo reportado por Ingram et al 2004 y Yoder et al, 2007 estas células surgen
entre el dia 10 al 20 de cultivo lo que sugiere que las células generadas en este
trabajo entrarian dentro del rango de aparicion en cultivo (Prater et al; 2007).

Otra caracteristica descrita por Ingram y cols, es que estas células tendran una
alta capacidad de proliferacion y que después de ser aisladas de cultivo original y
sembradas en una nueva placa de cultivo, lograran llegar a confluencia (Ingram et
al; 2004). Lo observado en este estudio es que estas células tienen una alta
proliferacion y llegan a confluencia en el dia 25 de cultivo (Figura 6 G). La
morfologia encontrada en las CFCE generadas en este trabajo descrita es tipo
cobleston o empedrado, misma que se encontré en otros trabajos (Ingram et al;
2004, Yoder et al 2007) (Figura 7) lo que confirma que son las verdaderas CFCE.
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De igual manera el grupo de trabajo de Yoder et al, tiene identificada a esta
poblacidn celular en sangre periférica de donadores sanos y vena de corddn
umbilical, el nombre que recibe esta poblacion es células formadoras de colonias
endoteliales CFCE (Yoder et al; 2004). Sin embargo, los resultados obtenidos en
este trabajo indican que existe una mayor frecuencia de CFCE en SP de
pacientes con trombosis en comparacion con donadores sanos (Figura 8), se ha
reportado que en patologias cardiovasculares como hipertension e infartos existen
niveles incrementados de CPE en sangre periférica ya que son el resultado de
dafio mecanico, incluso algunas patologias relacionadas con el sistema inmune
como trombocitopenia purpura y en pacientes con insuficiencia cardiaca aguda se
correlaciona significativamente con los numeros de CPE elevados y los niveles de
citocinas como el factor de necrosis tumoral también son elevados (Shantsila et al;
2003) es claramente indicado en la literatura que el aumento en el numero de
células endoteliales refleja un dafio endotelial (Francoise et al; 2004).

Por otro lado también es importante mencionar que las CPE son movilizadas de
MO para reparar dafios en sitios de isquemia ocasionados por algunas patologias
vasculares como por ejemplo en pacientes que sufren infarto agudo al miocardio
(IAM) se encuentran altos numeros de CPE en SP (Shintani et al; 2001) partiendo
de esta légica se sugiere que los altos niveles de CFCE encontrados en SP de
pacientes con trombosis pueden ser causa de una migraciéon de MO a SP, en un
intento por reparar el dano en sitios de isquemia como los ocasionados por la
trombosis debido a que en un proceso trombdtico existe isquemia y si se prolonga
ocasiona necrosis, por lo tanto, las células endoteliales presentes en el vaso
sanguineo, son dafiadas secretando algunos quimioatrayentes necesarios para la
migracion de CFCE indispensables en la reparacion vascular.

Otro aspecto importante para determinar el rol de las CFCE en enfermedades
vasculares, fue lo realizado por Guven et al, quien aisla CFCE y CAC de pacientes
con estenosis coronaria, los pacientes de esta investigacion fueron clasificados
segun la severidad de la enfermedad, en donde se encuentra que niveles
elevados de CFCE se correlacionan con la gravedad de enfermedad,

curiosamente se encuentra que existen altos niveles de CFCE entre mas severa
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sea la estenosis coronaria (Guven et al; 2006). También se hizo una comparacion
entre la frecuencia de las CFCE y el dia en que aparecen tanto en mujeres asi
como en hombres con trombosis (Figura 10 y 11) en donde se observa que la
frecuencia de CFCE de SP en mujeres con trombosis es alta y su presencia en
cultivo ocurre entre el dia 10 en comparacion con los hombre que ocurre en el dia
15 de cultivo, presentando una diferencia significativa. Existen algunos estudios en
donde se correlaciona el efecto de la terapia de estrégenos, ya que el aumento en
los niveles de estrogeno en la sangre se correlaciona con el numero de CPE
circulantes. En un modelo animal de lesion carotidea, el tratamiento con estradiol
mostré efectos estimulantes sobre la movilizacion, proliferacion, migracion,
actividad mitogénica en CPE asi como la inhibicion de la apoptosis (/wakura et al;
2003).Lo que sugiere que el aumento obtenido en CFCE de mujeres con

trombosis se puede deber a una terapia hormonal.

INMUNOFENOTIPO

Existe una controversia acerca de fenotipo presente en las CPE, ya que hasta el
momento no hay un marcador especifico para este tipo celular (Hirschi et al;
2008). Ashara et al, hace una relacion entre las proteinas de superficie
compartidas por el angioblasto y las células troncales hematopoyéticas, partiendo
de esta informacién, poder identificar la poblacion de CPE circulando en SP de
adultos, el antigeno CD34 fue desde entonces, una molécula de interés porque es
extensamente reconocido como el marcador principal utilizado para aislar CTH
humanas en un trasplante (Verfaillie et al; 2002) es una sialomucina expresada en
el mesodermo durante en desarrollo embrionario, por lo tanto estara presente en
sangre, endotelio, epitelio y en poblaciones de células troncales cancerosas;
partiendo de esta informacién en este trabajo se utilizo a la proteina CD34 para
caracterizar la poblacion de CFCE, en donde se obtiene que las CFCE generadas
de donadores sanos, pacientes con trombosis son positivas para este marcador
(Fig. 12 A, B y C), el porcentaje de expresion en donadores sanos y HUVEC se

expresa en un 46% y 35% respectivamente sin embargo, llama la atencion que en
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CFCE de pacientes con trombosis el porcentaje de expresidon se eleva hasta un
87.5%; en la literatura se maneja que CD34 es una molécula de adhesion y se ha
planteado que desempefia un papel en la localizacion y adhesion de células
troncales y progenitoras en el estroma de la médula ésea (Krause et al; 1996,
Carlo et al; 1995).Por otro lado el marcador CD34 nos habla de inmadurez en el
caso de las células hematopoyéticas con una alta proliferacion y capacidad de
regeneracion (Krause et al; 2001) relacionando estos datos a los obtenidos en
este trabajo, especificamente por la alta expresiéon de la proteina CD34 en CFCE
de pacientes con trombosis, nos hablaria de CPE inmaduras, con una alta tasa de
proliferacion y quiza con la capacidad de regeneracién en sitios de dafo.

Acerca del estudio original reportado por Ashara et al; utilizando una poblacion
enriquecida con 15-20% de células CD34 y KDR fueron localizadas en areas de
neoangiogenésis in vivo, KDR es el Receptor del Factor de Crecimiento Endotelial
vascular (por sus siglas en ingles VEGFR) y esta presente en érganos derivados
del mesodermo, como endotelio y tejido cardiaco.

En este trabajo también se determind la presencia de KDR, siendo positivos en los
tres grupos (Figura 12) se observa que en CFCE de pacientes con trombosis el
porcentaje de expresion es alto comparada con HUVEC (Tabla 2) lo que podria
sugerir que estas células pudieran estar contribuyendo a la formacion de vasos
sanguineos, ya que en la literatura se maneja que la asociacion en la expresion de
KDR y CD34 pudiera estar contribuyendo a la neoangiogenesis en adultos (Hirschi
et al; 2008).Vasa et al, encuentra una expresion de VWF y KDR en las CPE que
genera y menciona que existe una relacion entre la concentracion de CPE en
circulacion y el incremento del factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad
arterial coronaria en humanos (Vasa et al; 2001), sin embargo, se tiene reportado
que estas células co-expresan los antigenos CD45, CD14, CD68 y E-selectina,
presentando la habilidad de fagocitar bacterias, una caracteristica principal de los
macrofagos (Rhode et al, 2007; Zhang et al, 2006, Rehman et al; 2003). Los datos
obtenidos en este trabajo indican que las CFCE generadas son completamente
negativas para la expresién de CD45 y CD14 (Figura 13) lo que sugiere que se

tratan de verdaderas CFCE; ya que en la literatura se maneja que esta poblacién

45



es completamente negativa para que indica que no tiene un origen
hematopoyético CD45, CD14 y CD115 por lo tanto no tienen la habilidad de
fagocitar bacterias (Yoder et al; 2007). También se determiné la expresion de
CD146, en donde se observa que las tres muestras son positivas para este
marcador (Figura 12), se detecta una alta expresién de CD146 en células HUVEC
en comparacion con CFCE de pacientes con trombosis (Tabla 2), hasta hace
algun tiempo se creia que CD146 se expresaba en endotelio maduro, sin embargo
se estudié a una poblacién de CPE de pacientes con IAM vy los resultados
demostraron que existe una poblacion de CPE que son positivas para CD146,
tienen la capacidad de seguir proliferando y expandirse en cultivo sin alterar sus
caracteristicas morfolégicas y funcionales, teniendo actividad proangiogénica
(Delorme et al; 2005) lo que confirmaria que las CFCE generadas en este trabajo
tienen una alta capacidad de proliferacion.

Ingram et al 2004, utiliza este marcador para identificar a la poblacion de CFCE
por medio de citometria de flujo y encuentra resultados similares en cuanto a la
expresion de CD146 tanto en HUVEC como en SP de donadores sanos. De igual
forma se evalud la expresion de CD31, la cual pertenece a la familia de las
inmunoglobulinas y es expresada altamente en la vasculatura, por lo que se ha
propuesto que también actia como una molécula de acoplamiento de otras
proteinas como las integrinas, y de esta manera proporcionar mas fuerza a las
estructuras vasculares. En este trabajo la expresién de CD31 es alta (Tabla 2) al
comparar nuestros resultados no encontramos diferencias en cuanto a las nuestro
control interno HUVEC, CFCE de donadores sanos y pacientes con trombosis,
semejante a lo reportado por Ingram et al 2004 sobre la expresién de CD31 para
HUVEC y CFCE de sujetos sanos.
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FORMACION DE ESTRUCTURAS TUBULARES

La formacién de una estructura tubular in vitro requiere de una matriz usualmente
compuesta de colagena o fibronectina y parece ser una caracteristica unica de las
células endoteliales. En algunas estructuras que se forman por uniones celulares,
las células se extiendan en cultivo formando una linea, ya que muchos tipos
celulares tienen esta capacidad, incluyendo células epiteliales de mamiferos, sin
embargo, su fenotipo y funcidn no es de células endoteliales. En contraste, la
formacion de una estructura tubular es un proceso mucho mas complejo ya que
requiere la elongacion y coalescencia de las células endoteliales en cultivo (Hirschi
et al; 2008). Las células endoteliales estan constantemente en contacto con la
matriz extracelular (MEC) debido a que es necesaria para su mantenimiento
principalmente colagena. Recientemente Davis y cols. desarrollan otro método de
cultivo para obtener estructuras tubulares, en donde utilizan un gel y siembran en
placas de pozos, después de que la gelatinizacion es completa, se aplica medio
de cultivo, este método ayuda para la formacioén de estructuras tubulares in vitro.
Por otro lado Sieveking et al; desarrolla in vitro el ensayo de estructuras tubulares
con CPE descritas por Ashara y las encontradas por Lin et al; sin embargo, las
poblacién de CPE no tienen la capacidad de formar una estructura tubular y las
CFCE tienen la capacidad de formar una estructura tubular in vitro. Por tanto, en
este trabajo las CFCE tienen la capacidad de generar una estructura tubular in
vitro (Figura 14) por lo que no se descarta que en un futuro, después de
detalladas investigaciones basicas, puedan utilizarse estas células como una
posible aplicacion terapéutica para la reparacion y regeneracién de vasos danados

por algunas enfermedades.
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V. CONCLUSIONES

» En las CMN de SP de pacientes con trombosis, existe una alta frecuencia
de CFCE.

» Las CFCE de pacientes con trombosis son detectadas en menor tiempo de

cultivo y con un alto potencial de proliferacion.
» EIl potencial de proliferacion de las CFCE de pacientes con trombosis
detectado in vitro podria estar relacionado con alta expresion del antigeno

CD34 y la de KDR.

» Las CFCE de pacientes con trombosis tienen la capacidad de formar

estructuras tubulares in vitro, semejante a la de los sujetos sanos.
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VI. PERSPECTIVAS

En base a lo observado en la obtencién y caracterizacién de células
formadoras de colonias endoteliales de pacientes con trombosis se propone
realizar ensayos de funcionalidad in vivo utilizando ratones
inmunodeficientes con induccion de isquemia y de esta manera probar su

capacidad de regeneracion.

Seria de interés, obtener células mononucleares de medula ésea de
pacientes con trombosis e inducir su diferenciacion hacia células
formadoras de colonias endoteliales para corroborar su presencia en

sangre periférica y de esta manera elucidar su posible origen.

Extender los ensayos de caracterizacion de células formadoras de colonias
endoteliales a otras patologias como diabetes, hipertension, cancer entre

otras para determinar posibles alteraciones.
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