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RESUMEN

La angiogénesis es la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de la
vasculatura existente. Es un proceso regulado por un balance de factores
activadores e inhibidores. La angiogénesis se asocia a la progresion de
enfermedades como retinopatia diabética, artritis reumatoide y cancer, por ende,
inhibirla se ha propuesto como una estrategia terapéutica. Actualmente, se conocen
diversos inhibidores de la angiogénesis, como: las vasoinhibinas, la angiostatina y
la endostatina, entre otros. La actividad de estas moléculas se ha estudiado en
modelos in vitro de células endoteliales humanas, e in vivo en modelos de
vascularizacion de la membrana corioalantoidea, y angiogénesis tumoral, entre
otros. No obstante, estos modelos resultan costosos y requieren de mucho tiempo
invertido. El objetivo de este trabajo fue obtener un modelo de angiogénesis
practico y reproducible para poder estudiar nuevas moléculas con potencial
antiangiogénico. Los cultivos primarios de células endoteliales de vena umbilical
bovina (BUVEC) se proponen como un modelo adecuado para el estudio de
angiogénesis, pues son capaces de responder a moléculas inhibidoras y
estimuladoras de este proceso. Se lograron aislar cultivos primarios BUVEC.
Proliferaron en respuesta al factor proangiogénico bFGF, pero solo uno respondio a
las vasoinhibinas, un factor antiangiogénico. No obstante, los pases de cultivo
afectaron significativamente su respuesta. Asimismo, un cultivo primario BUVEC
pasaje alto mostré un incremento en la migracion en respuesta al bFGF y una
disminucién de ésta en respuesta a distintas concentraciones de vasoinhibinas.
Con este trabajo se concluye que las BUVEC podrian ser un buen modelo de
angiogénesis.



1. ANTECEDENTES

1.1 Angiogénesis

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de la
vasculatura existente. Es un proceso finamente regulado por factores que la
estimulan e inhiben la angiogénesis. Este proceso es esencial para la
organogénesis embrionaria y el desarrollo del feto, asi como para el crecimiento de
los organismos (Drake, 2003). Las células endoteliales (CE), productoras de los
vasos sanguineos, son los principales actores de este proceso. Para formar los
nuevos vasos sanguineos (Figura 1) se llevan a cabo procesos de proliferacion y
de migraciéon de CE en respuesta a factores proangiogénicos. Finalmente, las
nuevas CE forman nuevos capilares (Clapp y col., 2009).

Existen distintos factores que regulan la angiogénesis. La falta de oxigeno o hipoxia
es el estimulo primario que desencadena este proceso. La hipoxia se genera
principalmente por el crecimiento de los tejidos. Este crecimiento ocasiona que
algunas células queden fuera de los limites de difusion de oxigeno, es decir, que se
alejen demasiado de los vasos sanguineos. Estas células hipoxicas activan el
factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF-1), el cual lleva a la producciéon de
factores que inducen angiogénesis (Li y col., 2015). Entre los principales factores
angiogénicos, se encuentran el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
(Adams y Alitalo, 2007) la angiopoyetina-1 y -2 (Oh y col., 1999) el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF) (Seghezzi y col., 1998), la sintasa de Oxido
nitrico (NOS) (Melillo y col., 1995), entre otros. Estos factores tienen como blanco a
las CE las cuales responden generando un brote (Pugh y Ratcliffe, 2003), este
comienza cuando la membrana basal, que es la matriz extracelular que rodea a los
vasos sanguineos, es degradada, provocando con ésto, la migracion de las CE
hacia el tejido conectivo donde forman una linea solida de CE y finalmente se
produce la formacion del lumen en paralelo con la sintesis de la nueva membrana
basal (Ribatti y Crivellato, 2012).



La migracién de las CE hacia el tejido hipéxico es el primer paso del proceso de
angiogénesis, esto ocurre principalmente por los factores proangiogénicos (Adams
y Alitalo, 2007; Lamalice y Le-Boeuf, 2007). Estas células producen proteasas que
degradan y alteran la composicion de la matriz extracelular, permitiendo el soporte
y direccién adecuados para su migracion, este proceso es mediado principalmente
por integrinas tal como avB3 y avB5 (Adams y Alito, 2007). A su vez, la extension
del brote implica la proliferacién de las CE. Estos procesos de divisién celular son
mediados principalmente por VEGF, bFGF y angiopoyetina-2 (Carmeliet, 2003).

Los procesos de migracion y proliferacion de CE no son eventos aislados. Las
proteasas ademas de generar las condiciones adecuadas para la migracion, en
cuanto a reestructurar la matriz extracelular, también participan en la liberacion de
factores angiogeénicos (bFGF, VEGF, TGF-B) (Mueller y Fusenig, 2004) y activan
factores de inflamacion, como citocinas (Ben-Av y col., 1995) que promueven la

proliferacion.
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Figura 1. Proceso de angiogénesis. La hipoxia tisular genera la produccién de
factores que desestabilizan las células endoteliales (CE) y pericitos. Entonces,
principalmente por la accion de factores de crecimiento, se genera un brote por la
migracion y proliferacion de CE. Finalmente estas células forman los nuevos vasos
capilares y el flujo sanguineo se estabiliza. Figura modificada (Clapp y col., 2009).



Finalmente los brotes se unen y se convierten en tubos primarios por la formacién
intracelular e intercelular de vacuolas endoteliales (Kamei y col., 2006). La estatina
endotelial vascular participa en la formacion del lumen (Parker y col., 2004) La
posterior entrega de oxigeno por el comienzo de flujo sanguineo produce una
disminucion en la expresion local de VEGF y de este modo reduce la proliferacion y
migracion de CE. Estos eventos junto con el reclutamiento de pericitos y la
deposicién de una nueva membrana basal sub-endotelial, promueve la maduracion

de los vasos y su quiescencia (Clapp y col., 2009).

Si bien la angiogénesis es un proceso fundamental para el desarrollo, en el
organismo adulto esta restringida a la reparacion de heridas, al desarrollo del
endometrio durante el ciclo menstrual, a la formacion de la placenta y al desarrollo
de la glandula mamaria durante el embarazo (Rao y col., 2015). La quiescencia de
las CE esta mediada por factores antiangiogénicos los cuales evitan la proliferacion
de estas células. El desbalance estos mecanismos reguladores de la angiogénesis
puede generar la sobreproliferacion de vasos sanguineos. Esta angiogénesis
patolégica es un signo caracteristico de enfermedades como cancer, psoriasis,

artritis, retinopatias, obesidad, asma, aterosclerosis, entre otras (Carmeliet, 2005).

1.2 Vasoinhibinas

Debido a que la angiogénesis es un proceso activo del cual dependen muchas
enfermedades como la formacion de tumores en el cancer, numerosas
investigaciones se han centrado en la busqueda de posibles inhibidores de la
angiogénesis con la finalidad de ser empleados como agentes terapéuticos
(Folkman, 2006).

En las dltimas décadas distintos estudios han identificado una variedad de
reguladores negativos de la angiogénesis. Entre ellos, las vasoinhibinas, una
familia de péptidos derivados del procesamiento proteolitico de la prolactina (PRL)
los cuales inhiben la angiogénesis. La catepsina D, metaloproteasas de matriz
(MMP’s) y proteina morfogenética 6sea (BMP-1) cortan a la PRL en distintos sitios

generando una gama de fragmentos amino-terminales de 14-18 kDa (Figura 2)
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llamados comunmente PRL16K o vasoinhibinas (Clapp, 1987; Clapp y col., 2006).
Estos fragmentos también puede ser generados a partir de la escision proteolitica
de la hormona de crecimiento (GH) y del lactégeno placentario (PL), pero
actualmente, la mayor parte de la informacion se refiere a las vasoinhibinas

procedentes de PRL.

La estructura béasica de las vasoinhibinas aun no se conoce plenamente, sin
embargo se sabe que esta actividad bioldgica reside en la fraccion N-terminal de la
prolactina (Clapp, 1987).

Figura 2. Generacion de las vasoinhibinas. Las vasoinhibinas se generan a partir
del corte proteolitico de la prolactina (PRL) a lo largo del asa que une a la a-hélice
3y 4. Se indica el ultimo aminoacido antes del sitio de corte. Figura modificada de
(Clapp vy col., 2009).

En la proliferacion celular, las vasoinhibinas pueden prevenir las transiciones de
GO0-G1 y de G2-M del ciclo celular endotelial por la inhibicion de ciclinas. De esta
manera las vasoinhibinas actian directamente sobre las CE para reducir los
efectos mitogénicos del VEGF y bFGF (Tabruyn y col., 2005). Las vasoinhibinas
también pueden actuar independientemente de los factores de crecimiento
induciendo la apoptosis de las CE de un cultivo (Clapp y col., 2006). Por otra parte,
las vasoinhibinas también tienen efectos in vivo, pues disminuyen la angiogénesis
en la retina (Aranda y col., 2005), en la cornea (Duenas y col., 1999) y cartilago
(Macotela y col., 2006), inhiben el crecimiento de los vasos sanguineos y la

supervivencia, la vasodilatacién y permeabilidad vascular en la retina (Duenas y



col., 2004; Aranda y col., 2005; Garcia y col., 2008). Afecta el crecimiento y la
funcibn de los vasos coronarios y reduce el crecimiento, metastasis y

neovascularizacion de tumores (Clapp y col., 2009).

1.3 Modelos experimentales de angiogénesis

En la actualidad se utilizan modelos in vitro e in vivo para probar la actividad
angiogénica y antiangiogénica de distintas moléculas. A continuacién se revisaran

brevemente los modelos mas utilizados.

1.3.1. Modelos in vitro

1.3.1.1. Cultivo de células endoteliales

Una amplia variedad de tipos de CE han sido utilizadas para desarrollar modelos de
angiogeénesis. Las CE maduras se han utilizado con mayor frecuencia, a partir de
una gama de especies incluida la bovina, canina, porcina y humana. La localizacion
del aislamiento incluye vasos grandes (vena umbilical, vena yugular, aorta) y

microvasos como la dermis (Morin y Tranquillo, 2013).

Las CE humanas de la vena umbilical (HUVEC’s) se han utilizado ampliamente
para estudiar la biologia y biopatologia de las CE. La ventaja principal del cultivo de
HUVEC es la relativamente amplia disponibilidad de los cordones umbilicales
(Hughes, 1996). Sin embargo, el aislamiento y el cultivo de estas células tienen
varias desventajas. En general, su cultivo requiere de sustratos especiales, factores
de crecimiento, cofactores y altas concentraciones de suero. Ademas los cultivos
de HUVEC tienen un bajo potencial de proliferacion y exhiben tiempos largos de

duplicacién en su poblacion (Cajero-Juarez y col., 2002).

Las HUVEC's son las CE de tipo humana mas estudiadas por su facil aislamiento,
lo que explica su popularidad. Bases de datos cientificas enlistan mas de 5000
publicaciones sobre aislamiento, fenotipo y comportamiento de las HUVEC’s (Morin
y col., 2013). Las células HUVEC han sido utilizadas para cuantificar proliferacion,
migracion, formacion de tubos, inflamacién, entre otros. De igual forma se utilizan

para probar nuevas moléculas que inhiben la angiogénesis.



1.3.1.2. Modelo de anillo a6rtico de rata o raton.

Otro modelo in vitro que se utiliza es el anillo adrtico de rata o raton, que consiste
en un trozo de aorta incrustado en un coagulo de plasma, gel de colageno o fibrina,
y cultivado en medio libre de suero para CE microvasculares. Este método, tiene la
ventaja de que no necesita factores de crecimiento en el medio de cultivo ya que la
mayoria se encuentra de manera enddgena (Murray, 2001). Sin embargo, las
limitaciones notables del ensayo incluyen la exigencia del tejido fresco, ausencia
del microambiente fisiolégico y la regresion de los vasos a través del tiempo, dando
una limitada ventana para el andlisis. También el ensayo requiere
aproximadamente 9 dias para llevarlo a cabo, por lo tanto, lo hace un ensayo largo
y con cierta dificultad técnica para hacerlo de manera cotidiana (Baker y col., 2012).

Con los modelos in vitro mencionados, se puede obtener informacioén importante,

pero carecen del componente sistémico que es proporcionado por modelos in vivo.

1.3.2. Modelos in vivo

Los modelos in vivo mas utlizados actualmente son el de la membrana
corioalantoidea de pollo (CAM, por sus siglas en inglés), el Matrigel plug y el de

vascularizacion de cornea (Norrby, 2006).
1.3.2.1. Modelo de vascularizacién de la membrana corioalantoidea (CAM)

El ensayo de la vascularizacion de la membrana corioalantoidea es un ensayo
bastante utilizado al ser esta una estructura muy vascularizada y sensible a los
factores reguladores de la angiogénesis. El desarrollo del embrion del pollo tarda
21 dias antes de la eclosion. Tres membranas extraembrionarias se forman durante
el desarrollo: la membrana del saco vitelino, amnios, y la membrana corioalantoidea
(CAM). La CAM costa de tres capas, ectodermo, mesodermo y endodermo y tiene
un sistema vascular que se desarrolla dentro de la capa mesodérmica. Este modelo
se utiliza cuando en CAM se implantan diferentes tumores o suspensiones
celulares (Ribatti, 2014). Debido a su simplicidad y bajo costo el CAM es

actualmente mas utilizado, pero tiene varias desventajas como el que la



visualizacion de los nuevos vasos puede ser dificil, no es un modelo mamifero, hay
varios artefactos que lo pueden invalidar como el polvo de la cascara generado por
la escision de la misma porque puede causar una reaccién angiogénica mediada
por la inflamacion, la membrana es extremadamente sensible a cambios en la
tension de oxigeno que hace que el sellado de la abertura en la ciscara sea critico
(Norrby, 2006), entre otras.

1.3.2.2. Modelo de matrigel

Otro método es el del matrigel plug en el cual se realiza una inyeccion subcutanea
de matrigel (estd compuesto por proteinas de membrana basal de un tumor) con
factores de crecimiento en la region ventral de un raton. El matrigel es liquido a 4°C
y se inyecta frio, posteriormente con el calor del cuerpo del ratdn este se solidifica
en un tapon (plug) de gel. El ensayo es considerado de los mejores ensayos para el
cribado a gran escala no obstante el hecho de que el matrigel no contiene otro
tejido mas que los capilares es considerado un inconveniente, puesto que los
tejidos parecen contener factores pro- y anti-angiogénicos que son capaces de
influenciar las reacciones angiogénicas, ademas de que es caro y el tejido
subcutaneo no es de gran relevancia para el crecimiento del tumor. (Norrby, 2006).
Al modelo se le han realizado mejoras que implican la encapsulacion del matrigel
en una camara de plexiglas antes de la implantaciéon subcutanea (Baker y col.,
2006).

1.3.2.3. Modelo de vascularizacion de cornea

Otro modelo de angiogenesis in vivo, es el de la vascularizacién de cérnea, el cual
consiste en introducir células tumorales o factores de crecimiento en un bolsillo
artificial en el estroma de la cornea (Rogers y col., 2007). Posteriormente se realiza
una evaluacién cuantitativa de la vascularizacion de estos tejidos de la cornea, que
normalmente son avasculares. Este método tiene varias ventajas, entre a ellas es
gue se pueden utilizar distintos mamiferos como conejos, ratas y ratones, ademas
de que permite la vascularizacién no invasiva y el seguimiento a largo plazo.

Asimismo, la cérnea es un sitio considerado inmunoldgicamente privilegiado antes
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de la vascularizacion. No obstante, entre sus desventajas principales se encuentra
el hecho de que la cornea normalmente es avascular por lo que la angiogénesis es
atipica, ademas de que este método es técnicamente exigente (sobre todo en el ojo
del raton) aunado a ello también es una técnica traumatica y costosa (Norrby, 2006;
Rogers y col., 2007).

Los estudios in vivo dan mas informacién que los estudios in vitro estableciendo
que la biologia del ensayo y el disefio experimental son relevantes, pero los
estudios in vitro de CE son un complemento necesario para experimentos in vivo
porque en éstos son los que se hace un tamizaje inicial de moléculas con probable
actividad biologica (Norrby, 2006).

Todos estos modelos han permitido caracterizar a distintas moléculas que
participan en el proceso de angiogénesis. No obstante, actualmente estan
surgiendo nuevos candidatos que regulan este proceso, es primordial tener un
modelo de bajo costo y que no requiera de mucho tiempo para poder

caracterizarlos.

Como se menciond anteriormente la mayoria de las modelos que existen
actualmente son costosos y presentan una dificultad técnica elevada. EI modelo de
primera eleccion es el de las CE. Sin embargo, las lineas celulares tienen como
desventajas que son usualmente derivadas de tumores. Ademas, aunque el cultivo
de las lineas celulares intenta crear un medio cercano al fisiologico, la falta de
arquitectura del tejido y heterogeneidad de tipos celulares, suprime acciones como
la interaccion célula-célula. Esto lleva a las CE pierdan funciones especificas del
tejido endotelial y adquieren un fenotipo distinto al de las células in vivo. Por esta
razon, se busca trabajar con cultivos primarios pues conservan caracteristicas
endoteliales como la capacidad de formar monocapas, tubos, entre otras, dejando
de lado el hecho de que con cada pase de cultivo celular que se realiza al transferir

las células de un recipiente de cultivo a otro, estas se deterioran (Pan y col., 2009).



Es por esto que se esta buscando tener un modelo de angiogénesis con CE de
bajo costo y con una dificultad técnica menos elevada, que a su vez ayudara a

disminuir los tiempos de andlisis.

Este trabajo, tiene una repercusion inmediata, pues permitird probar distintas
isoformas de vasoinhibinas, para evaluar la isoforma que inhibe mejor. Esto
permitird seleccionar la isoforma de vasoinhibina con mayor potencia biolégica con

la perspectiva de probarla en modelos in vivo.



2. HIPOTESIS

El cultivo primario de células endoteliales bovinas de la vena umbilical (BUVEC) es
un modelo de angiogénesis in vitro adecuado para probar la bioactividad de

moléculas reguladoras de éste proceso.
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3. OBJETIVOS
3.1General

Determinar si un cultivo primario de BUVEC es un modelo de angiogénesis

adecuado para probar la bioactividad de moléculas antiangiogénicas.

3.2 Especificos.
e Aislar cultivos primarios de BUVEC.

e Realizar un tamizaje de cultivos primarios de BUVEC, de acuerdo a su

morfologia.

e Medir la proliferacion y migracion de BUVEC en respuesta al factor de

crecimiento fibroblastico basico (bFGF).

e Medir la inhibicion de proliferacion y migracion por vasoinhibinas en BUVEC
estimuladas con bFGF.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales
4.1.1 Medio F12K

El medio F12K (Gibco Life technologies, México) se suplementd con 10% de suero
fetal bovino (SFB) y se esteriliz6 por filtracion (0.22 um). Se almacené a 4°C.

4.1.2 Materiales de Cultivo Celular

Se utilizaron cajas de cultivo de plastico de 100 mm, platos de 96 pozos, platos de
48 pozos y platos de 24 pozos (Corning Costar Corp Cambrige, M. USA). Puntas
estériles de 20-200 pL (Rainin Azcapotzalco, México), cAmara de neubauer (Sigma-
Aldrich Misuri, USA), cubreobjetos (Thermanox plastic coverslips Napeville, USA).
Tubos de centrifuga falcon de 15 mL y 50 mL (Corning Costar Corp Cambrige, M.
USA)

4.1.3 Reactivos

Factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) (donado por Judith A.
Abraham). Tripsina-EDTA (Gibco), PBS (Gibco), Triton x100 (Baker analyzed
Texas, USA), albumina de suero bovino (Sigma-Aldrich), suero normal de cabra
(NGS) (Gibco) anticuerpo primario anti-CD31 monoclonal de mouse (Abcam, USA),
Anticuerpo secundario anti-mouse Alexa Fluor 488 (Abcam), vectashield con DAPI
(Vector laboratorios, Inc. Burligame, CA), [6-*H] timidina (Perkin Elmer, Boston,
MA), hidroxido de sodio (Baker analyzed), acido tricloroacético (Baker analyzed),
MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) (Sigma-Aldrich) y
DMSO (dimetil sulfoxido) (Sigma-Aldrich), vasoinhibinas (donad6 por Fernando

Lopez Casillas).

4.2 Métodos

4.2.1 Mantenimiento basico de cultivo celular

Las células se mantuvieron en 10 mL de medio de cultivo F12K, en un plato de 100

mm a una temperatura de 37°C, en una atmosfera con 5% de CO,. De manera
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intermitente se les agreg6 [10 ng/ml] de bFGF. Cuando las células llegaron a una

confluencia de entre el 70-80% se realizaron los subcultivos.

Para realizar el subcultivo, el cultivo se lavd con PBS, a continuacion se le
adicionaron 3 mL de tripsina-EDTA y se incub6é 5 minutos a 37°C, enseguida se
colect6 el volumen total en un tubo de centrifuga de 15 mL y después, las células
se centrifugaron por 5 min a 1000 rpm. Inmediatamente después, se retird la
tripsina y el precipitado celular se resuspendié en medio F12K. La totalidad de
células se dividieron en tres partes. Cada tercio se colocd en un nuevo plato. Para
el conteo de las BUVEC se utilizé una cdmara de neubauer mezclando 10 pL de
azul de tripano (para revisar la viabilidad) con 10 pL de las células. Se contaron las
células presentes en los cuatro cuadrantes de las esquinas. El nimero se dividi
entre 4 y posteriormente se multiplicé por 2 (la dilucién) y por 10°000 para estimar la

cantidad de células por mL.

Las células se congelaron en alicuotas de 1 mL a una concentracion de 1-2
millones de células/mL con 5% de DMSO filtrado (0.22 pum). Se mantuvieron 5 dias
a -70°C y después se transfirieron a nitrégeno liquido. Todo este procedimiento se

realizo bajo condiciones de esterilidad.

4.2.2 Aislamiento de células BUVEC

Las células BUVEC se aislaron con un método previamente descrito (Olsen, 1994).
Brevemente, los cordones umbilicales bovinos frescos se obtuvieron del rastro
municipal. Se ligaron por ambos lados antes de seccionarlos. Se transportaron en
PBS frio con 2% de penicilina/estreptomicina. La vena del cordén se disecto y se le
colocd una canula por un extremo. Posteriormente se hicieron 3 lavados con PBS a
37°C para eliminar los restos de sangre. Después, con unas pinzas hemostaticas,
la vena se cerrdé de un extremo. Por el otro extremo se le agrego Tripsina-EDTA
hasta que se llend la vena, y a continuacion se cerrg y se extrajo la canula. La vena
umbilical con tripsina se incubé a 37°C. Al cabo de 15 minutos, el contenido se

vacio en medio F12K con 10% SFB. Enseguida se centrifugé a 1200 rpm por 5

13



minutos. El pellet de células se resuspendio y se colocd en una placa. Las células

se mantuvieron en medio de cultivo F12K suplementado con 10% de SFB.
4.2.3 Inmunocitoquimica

Las células BUVEC con una confluencia de 80%, se tripsinizaron y se sembraron
en cubreobjetos circulares tratados con colageno Il colocados en los pozos
centrales de platos de 12 pozos (50,000 cel/pozo) transcurridas 20 horas se aspiro
el medio y los pozos se lavaron con PBS, después se les agreg6 lentamente
metanol a una temperatura de -20°C, para fijar y permeabilizar las células y se
incubaron durante 15 minutos a -20°C. Finalmente se les retiré el metanol y fueron

reahidratadas con PBS mediante dos lavados de 5 minutos cada uno.

Para la inmunocitoquimica se utilizd un protocolo descrito previamente (Corbacho y
col., 2000). Brevemente, una vez que se obtuvieron las muestras, se procedio a
bloquearlas con PBS, 1% de triton x100, 0.3% de albumina, 10% de suero normal
de cabra (NGS) y se incubd durante 4 horas. Posteriormente se le agrego el
anticuerpo primario anti-CD31monoclonal (1:500) y se agit6 toda la noche a 45 rpm,
seguido de esto se realizaron tres lavados por 10 minutos con una mezcla de PBS
y 0.3% de triton x100. Inmediatamente se le agregd el anticuerpo secundario anti-
mouse Alexa fluor 488 (1:500) y se incubo durante 4 horas. Este paso se realizé en
la obscuridad pues el anticuerpo es sensible a la luz. Después se realizaron
nuevamente 3 lavados de 10 min con PBS y 0.3% de tritdn x100 manteniendo la

muestra fuera del alcance de la luz.

El montaje de la muestra se realizdé en el cuarto obscuro. En un portaobjetos se
colocaron 50 pL de vectashield acoplado con DAPI, sobre la gota se coloco el
cubreobjetos con las células hacia abajo. Se incub6 15 minutos a temperatura
ambiente y finalmente esta se observo en el microscopio y se tomaron fotografias a
modo de registro. Todas las incubaciones de este procedimiento se llevaron a cabo

a una temperatura de 4°C.
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4.2.4 Proliferacién de CE por incorporacién de [°H]-timidina.

Células BUVEC con una confluencia de 80%, se tripsinizaron y se sembraron en
los 24 pozos centrales de platos de 48 pozos (10,000 cel/pozo). Después de 4
horas se les redujo la concentracion de SFB a 0.5%. Transcurridas 20 horas, se les
restituyé el SFB al 10% y se les adicionaron 200 L de los respectivos tratamientos.
Enseguida se les adicionaron 0.5 uCi/mL de [*H] timidina. Las células se incubaron
a 37°C y 5% de CO, Al cabo de 24 horas, el medio se aspir6 y las células se
lavaron 3 veces con acido tricloroacético al 5% y en el tercer lavado se dejaron a
4°C durante 30 minutos. Posteriormente, las células se lisaron y solubilizaron con
200 pL de NaOH 0.25 N a 95°C. A continuacién se colocaron en 3 mL de liquido de
centelleo y se mezclaron con vortex por 30 segundos. La incorporacién de la [*H]

timidina en las células se cuantifico en un contador de centelleo (Beckman).

4.2.5 Ensayo de migracion.

Para este ensayo las células BUVEC se dejaron crecer hasta un 90 a 100% de
confluencia en una placa de 24 pozos. Con ayuda de una punta de 20 pL a 200 pL
estéril se hizo una linea recta a lo largo del pozo. Después se lavaron dos veces
con PBS para descartar los restos celulares que se desprendieron de la zona y a
continuacion se le adiciond el medio con tratamiento. Se obtuvieron fotografias de
la zona de la herida para su posterior comparacion después de la migracion. Al
cabo de 24 y 48 horas de incubacion se observaron en el microscopio para la
obtencion de fotografias. La migracion celular fue calculada con el niumero de
células en la herida mediante el software ImageJ (Developer, Java). Inicialmente se
sustrajo el fondo, se invirtieron los colores y posteriormente la imagen se hizo
binaria (blanco y negro). Entonces se procedid a cuantificar el namero de

particulas. El proceso se automatiz6 mediante el siguiente macro:

run("Subtract Background...", "rolling=30 light disable stack");
setOption("BlackBackground", false);

run("Make Binary", "method=Default background=Light calculate");
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run("Analyze Particles...", "size=500-Infinity pixel show=[Bare Outlines] exclude
summarize stack");

selectWindow("image.tif");

run("Save");

run("Open Next");

4.2.6 Andlisis estadistico.

Las diferencias entre los grupos de los ensayos se valoraron mediante un analisis
de varianza de una via (ANOVA) seguida de una prueba post-hoc de comparacion
multiple Bonferroni’s, se consideré una diferencia estadisticamente significativa de
p < 0.05.
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5. Resultados
5.1. Aislamiento de BUVEC

Se aislaron células de seis cordones umbilicales bovinos obtenidos del rastro
municipal. Los cultivos obtenidos de cada corddn se mantuvieron de manera
independiente y se etiquetaron como BUVEC 2, 3, 4, 5, 6 y 7. Una semana
posterior al aislamiento se verificé y documentd su morfologia (Figura 3).

El cultivo BUVEC 1, proveniente de un aislamiento anterior a este estudio, se utilizé
como control positivo. La morfologia presentada por sus células, fue hexagonal,
regular, formaron monocapa, y se observd la caracteristica forma de adoquin.
Mediante una inmunocitoquimica se observo que estas células fueron positivas a
CD31, lo cual indica que son de fenotipo endotelial (Figura 3 A). En base a esto, los
cultivos primarios fueron comparados y evaluados segun el criterio morfologico del
cultivo BUVEC1. Los cultivos BUVEC 3, 5 y 6 (No se muestra la evidencia
fotografica de este cultivo primario) cumplieron con las caracteristicas morfolégicas,

por lo cual se catalogaron como positivos.

El cultivo primario BUVEC 4 tuvo caracteristicas del cultivo endotelial como la
formacion de monocapa. No obstante, se observé una evidente contaminacion de
otros tipos celulares (Figura 3 B, flechas), los cuales fueron de mayor tamafo y
crecieron sobre la monocapa (Figura 3 B, Flechas). Por esta razon este cultivo
BUVEC 4 fue descartado del estudio.

Por el contrario, el cultivo BUVEC 7 mostré una morfologia distinta al cultivo control
BUVEC 1. Al parecer se obtuvo una mezcla de dos tipos celulares, el primer tipo
presento una morfologia pequefia, irregular y no formaron monocapa (Figura 3 B,
flechas negras), el segundo tipo celular presentd una morfologia mas grande y
alargada (Figura 3 B, flechas blancas). Debido a que este cultivo fue heterogéneo y
no tenia caracteristicas de cultivo primario endotelial, fue considerado como

negativo.
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A. BUVECH B. BUVEC 3 BUVEC 4

BUVEC 5

BUVEC1CD31+

Figura 3. Morfologia de cultivos primarios de células BUVEC. (A) Arriba. Fotografia
de contraste de fases de la monocapa de cultivo BUVEC1 (4X) Abajo.
Inmunocitoquimica para CD31 (verde) de BUVEC1 (40X), los nucleos estan tefiidos
con DAPI (azul) (B) Fotografias de cultivos primarios BUVEC 3, 4, 5y 7 (4X),
respectivamente. En la fotografia del culivo BUVEC 4 se muestran
contaminaciones con otros tipos celulares (flechas negras). En la fotografia el
cultivo BUVECY7 se observan 2 tipos celulares distintos (flechas blancas y negras).

5.2. Respuesta de cultivos primarios BUVEC a bFGF y vasoinhibinas

Cuando los cultivos positivos (BUVEC 3, 5, y 6), y las BUVEC 7 (utilizadas como
control negativo) llegaron a un 80% de confluencia, se cuantificd su proliferacion
mediante la incorporacion de [*H]-timidina. Las células fueron contadas vy
sembradas durante el pasaje 1, y posterior a una etapa de incubacion con bajos
niveles de suero (0.5%), se cuantifico la proliferacion en respuesta a 10 ng/mL de
bFGF, asi como a 200 nM de vasoinhibinas (el cultivo BUVEC 7 fue tratado con

una concentracion de 100 nM).

El cultivo BUVEC 5 prolifer6 de manera significativa en respuesta al bFGF. Asi
mismo, las vasoinhibinas disminuyeron la proliferacion de este cultivo de manera
significativa. Lo cual nos habla de que estas células son endoteliales. Por el
contrario, los cultivos BUVEC 3 y 6 no respondieron al bFGF ni a las vasoinhibinas.
En cambio, el cultivo BUVEC 7 tuvo un aumento significativo en respuesta al bFGF

no obstante, no respondio a las vasoinhibinas (Figura 4 A).
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Para soportar estos resultados, se compararon las morfologias de las células en los
pasajes utilizadas en este ensayo (Figura 4 B). Se observd que las células del
cultivo BUVEC 5, cumplian con las caracteristicas morfoldégicas de células
endoteliales. A pesar de que las células de los cultivos BUVEC 3 y 6 mostraron una
morfologia posiblemente endotelial, no respondieron de la manera esperada al
ensayo de proliferacion por lo cual se descartaron del estudio. De igual manera, se
observé una morfologia amorfa de las células del cultivo BUVECY7, este resultado

ya se esperaba.

A. BUVEC 3 BUVEC § BUVEC 6 BUVEC 7
200, 2004 200, 200, -

1501 1504 1501 1501

1004 100 =

100

% de Proliferacion

Figura 4. Proliferacion de cultivos primarios BUVEC. (A) Porcentaje de proliferacion
en respuesta al bFGF y vasoinhibinas (Vi). Proliferacion basal (barra gris). Los
valores son las medias % error estandar de un experimento por triplicado (*p < 0.05,
**p <0.01, ** p <0.001). (B) Fotografias de los respectivos cultivos BUVEC (20X)

5.3. Efecto del bFGF en distintos pasajes

Con el objetivo de analizar hasta que pasaje se mantenia el incremento a la
proliferacion en respuesta a un factor proangiogénico. Se comparo la respuesta que
presentaban las BUVEC 5 al bFGF con una concentracién de 10 ng/mL en los
pasajes 1, 3 y 6, mediante un ensayo de proliferacién por incorporacién de [*H]-
timidina. Se pudo observar (Figura 5) que en el pasaje 1 la proliferacion aumenté

de manera significativa en presencia del bFGF. Sin embargo, en los pasajes 3y 6
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el bFGF no tuvo efecto, esto podria ser debido a la senescencia o a contaminacion

por otros tipos celulares.
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Figura 5. Porcentaje de proliferacion en respuesta al bFGF de las BUVEC 5 en
distintos pasajes. Proliferacion basal (barras grises) y proliferacién en respuesta al
bFGF (barras blancas). Los valores son las medias + error estandar de un
experimento por triplicado (*p < 0.05).

5.4. Respuesta de cultivos primarios BUVEC a bFGF y vasoinhibinas en

pasaje alto

Debido a que el cultivo primario BUVEC 5 en los pasajes 3 y 6 ya no mostré un
incremento de la proliferacion en respuesta a bFGF y que probablemente esto se
deba a la senescencia de las células o a la contaminacion del cultivo por otros tipos
celulares, para elucidar esto, se evalud la proliferacion del cultivo BUVEC 1 en
pasaje 17 en respuesta a distintas concentraciones (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.2 ng/mL)
del factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) y se observo que a pesar de
su pase alto, este cultivo era capaz de proliferar de manera significativa a distintas
concentraciones de bFGF (Figura 6 A). Asimismo, para evaluar si este cultivo
pudiera ayudar a evaluar la actividad anti-proliferativa de factores antiangiogénicos,

se evalud la inhibicion de la proliferacion con distintas concentraciones de
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vasoinhibinas (0, 25, 50, 100, 200 nM), bajo el estimulo de 0.2 ng/ml de bFGF. No

obstante, las vasoinhibinas no inhibieron la proliferacién de este cultivo (Figura 6

B).
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Figura 6. Proliferacién del cultivo BUVEC 1 en respuesta al bFGF y vasoinhibinas
(Vi). (A) Curva de proliferacion en respuesta a bFGF, Los valores son las medias *
error estandar de tres experimentos independientes. (B) Efecto de las vasoinhibinas
(Vi) en presencia de bFGF. Los valores son las medias * error estandar de un
experimento por triplicado. CPM (cuentas por millon).
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5.5. Migracion de células BUVEC.

Debido a que la senescencia de los cultivos BUVEC afectaba el ensayo de
inhibicion de la proliferacion, se procedi6 a evaluar la migracién del cultivo BUVEC1
como otro pardmetro del modelo de angiogénesis. Entonces, se midié la migracion
de estas células de pasaje 19 mediante el ensayo de herida, en respuesta a
diferentes concentraciones de bFGF (0, 2, 10 y 20 ng/mL) y vasoinhibinas (0, 10,
25,50y 100 nM) a las 20 y 40 horas (Figura 7).

El cultivo BUVEC 1 muestra un aumento representativo de migracién a las 20 horas
con 2 ng/mL de bFGF con un punto maximo de 10 ng/mL. Sin embargo, a las 40
horas se observa una migracion mas pronunciada y con un comportamiento lineal
en las concentraciones 0, 2 y 10 ng/mL de bFGF (Figura 7 A). Se muestra una
fotografia representativa de la cuantificacion (Figura 7 B). En este ensayo fue a las
40 horas que la proliferacion fue mayor.

Asimismo, en el ensayo de inhibicibn de la migracion, las vasoinhibinas fueron
capaces de bloquear la migracion significativamente con 100 nM a las 20 horas. A
las 40 horas se observé inhibicion significativa de la proliferacion con 25y 100 nM
de vasoinhibinas. No obstante, se observa que con 10 nM de vasoinhibinas, la
migracion aumenta de manera significativa (Figura 8 C). Se muestra una fotografia

representativa de la cuantificacion (Figura 8 B).

22



250

*wn Fhkk

200+

150+

100+

504

No. Células en scratch

20 40
tiempo (horas)

Oo O2 @10 @@ 20 ngmlde FGF

300+

200+

No. Células en scratch

20 40
tiempo (horas)

Do 10 E25 @50 @@ 100 nM de Vi
10 ng/ml de FGF

Figura 7. Migracion de células BUVEC en respuesta a bFGF y vasoinhibinas (Vi) a
0, 20 y 40 horas. (A) Migracion de cultivo BUVEC 1 pasaje 19 en respuesta a
distintas concentraciones de bFGF. (B) imagen representativa de la migracion de
BUVEC en respuesta a bFGF (C) Migracion de las células BUVEC en respuesta a
distintas concentraciones de vasoinhibinas (Vi) en presencia de bFGF). (D) imagen
representativa de migracion BUVEC tratadas con vasoinhibinas (Vi). Los valores
son las medias % error estandar de un experimento por triplicado (*p < 0.05, ** p «
0.01, *** p < 0.001).
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6. DISCUSION

La angiogénesis es uno de los procesos mas estudiado por su participacion en la
progresion de enfermedades como cancer, artritis, retinopatias, obesidad, asma,
aterosclerosis, entre otras (Carmeliet, 2005). En las ultimas décadas se han
identificado una gran variedad de reguladores negativos de la angiogénesis, los
cuales han sido caracterizados utilizando modelos in vivo e in vitro de angiogénesis
de pequeia escala (Clapp, 1987; Folkman, 2006; Clapp y col., 2006). Sin embargo,
estos modelos son costosos y requieren de mucho tiempo invertido. En este trabajo
propusimos a las BUVEC (células endoteliales de vena umbilical bovino) como un

modelo de angiogénesis eficiente.

Esta no es la primera vez que se emplean estas células. Se han utilizado para
experimentos donde se probd la adhesion de los glébulos rojos parasitados con
Babesia bovis de virulencia atenuada y no atenuada (Molloy y col., 2003) y para la
generacion de lineas celulares inmortales como un modelo de estudio del endotelio
vascular (Cajero-Juarez y col., 2002). No obstante, un cultivo primario se considera
gue tienen mayor similitud a las células in vivo, porque reflejan mejor la actividad y
funciones que desempefian en su ambiente natural. Estos cultivos son mas
utilizados que las lineas celulares provenientes de tumores o de la transfeccion de
plasmidos (Pan y col., 2009). Por ejemplo, la transformacion de células con
oncogenes para su inmortalizacion tiene desventajas como la desestabilizacion del
genoma, lo cual puede causar cambios genéticos permanentes. Un ejemplo de esto
son las HUVEC s (células endoteliales de corddn umbilical humano) las cuales han
sido inmortalizadas utilizando esta estrategia y perdieron funciones especificas del
endotelio, como la sintesis y secrecion del factor Von Willebrand, que es un
marcador inmunocitoquimico endotelial. Ademas de presentar anomalias en la
expresion de proteinas, tales como las citoqueratinas, lo es un marcador de un
mayor grado de desdiferenciacion (Hughes, 1996). Es por ello que este trabajo

propone el uso de cultivos primarios.
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En este estudio, se lograron aislar y cultivar células de seis cordones umbilicales,
se seleccionaron tres cultivos segun su morfologia mediante la comparacién con
uno de BUVEC positivo a CD31 asiladas previamente a este estudio. Este
resultado mostré que el método de aislamiento no es especifico para las células
endoteliales. Esto podria deberse a la diversidad celular del cordon umbilical y las
variaciones propias del método. Por otro lado existen métodos optimizados para
obtener cultivos mas puros, un ejemplo es la obtencion de clonas celulares del
cultivo, que permitiran que esté mantenga sus caracteristicas genotipicas vy
fenotipicas (Mathupala y col., 2009). No obstante, la desventaja principal de la
obtenciéon de clonas implica mayor tiempo de aislamiento. Ademas, existen
métodos que permiten aislar células de manera especifica y con mayor pureza
como es el asilamiento con perlas magnéticas acopladas a anticuerpos especificos
(Plouffe y col., 2015). Pero este método tiene como desventaja principal el alto

costo involucrado en el proceso.

Los tres cultivos seleccionados cumplian con las caracteristicas morfolégicas de las
células endoteliales al ser hexagonales, regulares y formar monocapa. A pesar de
esto, s6lo uno de los cultivos proliferé en respuesta al bFGF, ademas de que las
vasoinhibinas inhibieron su proliferacién, esto indicé su naturaleza endotelial. Por el
hecho de que solo un cultivo, de los tres catalogados como endoteliales, fue
positivo, queda claro que la morfologia no es, por si sola, un buen parametro de
seleccion. Un parametro que nosotros evaluamos en este estudio, sobre el cultivo
BUVEC 1 utilizado como control positivo, fue la presencia del marcador endotelial
CD31 mediante una inmunocitoquimica. Sin embargo no es el Unico método para
caracterizar a los cultivos endoteliales, también se utilizan técnicas como la del
marcaje por lectinas (Cajero-Juarez y col., 2002) y el incremento de la captacion de
proteinas de baja densidad-acetilada (Voyta y col., 1984, Ochoa y col., 2001) pero
ambos tienen la desventaja de no ser tan especificos como la inmunocitoquimica.
Entonces, es conveniente analizar cada uno de los cultivos mediante una

inmunocitoquimica para CD31para evaluar su pureza.
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El cultivo de BUVEC 5 mostrd que el cultivo primario de células BUVEC es un buen
modelo para probar factores proangiogénicos y antiangiogénicos al responder de
manera significativa a un factor proangiogénico y a un factor antiangiogénico en el
modelo de proliferacion. En este caso se utilizo el bFGF como factor
proangiogénico, el cual promovié de manera significativa la proliferacién. Asimismo
también se observé que un factor antiangiogénico, como son las vasoinhibinas,
produjo una inhibicion en la proliferacion de manera significativa. Incluso la
inhibicion que mostré en su proliferacion fue significativamente menor a la
proliferacién basal. Por lo tanto, podria ser que las vasoinhibinas estuvieran
causando apoptosis celular, uno de los efectos de estas moléculas (Martini y col.,
2000).

No obstante, a pesar de que este cultivo primario mostré la capacidad de las
células BUVEC de ser el modelo de angiogénesis que se buscaba con este trabajo,
se observo la perdida de sensibilidad al bFGF en cuanto aumentaron los pasajes.
Esto pudo deberse a una probable contaminacion de otros tipos celulares en el
cultivo. Es conocido que las HUVEC se pueden contaminar con células musculares
lisas si hay un trauma o lesion en el cordon, o también al masajear fuerte el cordon
en el proceso de la extraccion (Morgan, 1995). Lo cual reitera la necesidad de

optimizar la caracterizacion de los cultivos de BUVEC y los métodos de aislamiento.

Si bien la proliferacibn es un parametro de la angiogénesis empleado
constantemente existen otros parametros relacionados con la angiogénesis como
es la migracién de las células endoteliales (Michaelis, 2014).En las BUVEC no se
han descrito sus caracteristicas de migracién (Cajero-Juarez y col., 2002, Molloy y
col., 2003).

Debido a que ya no contdbamos con células puras excepto las BUVEC 1 las cuales
fueron CD31 positivas (control) y con eso nos asegurabamos de su fenotipo
endotelial, las empleamos para evaluar sus caracteristicas como modelo endotelial.
Estas células endoteliales fueron probadas en el ensayo de proliferacion con

distintas concentraciones de bFGF y se observo que a pesar de ser pasaje 17, y
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habitualmente se suelen utilizar antes de los 5 pasajes, estas continuaban
proliferando en respuesta a este factor. Esto sugiere que los cultivos aislados
podrian estar contaminados. Sin embargo, la proliferacion inducida por bFGF en
estas células, no fue inhibida por la presencia de diferentes concentraciones de
vasoinhibinas. Lo cual podria deberse a la senescencia de las células debida a los

altos pasajes en los que se encontraban.

Aunado a que el objetivo de este proyecto es establecer un modelo de
angiogénesis y que la migracién es un parametro importante en este proceso. Nos
dimos a la tarea de medir la migracién de estas células endoteliales BUVECL, en
un ensayo de herida en respuesta al bFGF y a las vasoinhibinas.

Las células del cultivo BUVEC1 CD31 positivas, migraron en respuesta a diferentes
concentraciones de bFGF, resultado esperado pues se sabia son responsivas al
bFGF. De manera interesante, a pesar de que las vasoinhibinas ya no influian en el
parametro de proliferacién en este cultivo, en el ensayo de migracion, se observo
una inhibicion significativa por parte de las vasoinhibinas, lo cual sugiere una
participacion de las vasoinhibinas en este proceso. Recientemente se ha descrito
un complejo PAI-1/uPA (inhibidor del activador del plasmindégeno-1/ activador del
plasmindgeno tipo urocinasa) como posibles reguladores de la accion de la accion
de las vasoinhibinas (Bajou y col., 2014), donde uPA cataliza plasminégeno a
plasminay la plasmina activada se encuentra involucrada en protedlisis y activacion
de metaloproteasas de matriz. Por lo tanto uPA tiene un rol importante en la
migracion de células endoteliales (Raghu y col., 2010). Asimismo este proceso es
extracelular y con menos complejidad que la proliferacion, donde se tiene la
hipétesis que el complejo vasoinhibinas/PAI-1/uPA se internaliza a través del
receptor para uPA (UPAR) para cumplir su funcién antiangiogénica (Bajou y col.,
2014). La senescencia de las células BUVEC pudiera estar asociada a la perdida
de la expresion de este receptor, no obstante las vasoinhibinas seguirian
bloqueando la actividad de la proteasa uPA, en el medio extracelular, con lo cual se
podria explicar por qué las vasoinhibinas mantienen sus efectos sobre la inhibicidn

de la migracion, pero no de la proliferacion, en este cultivo BUVEC1 de pases altos.
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7. CONCLUSIONES

Se logro aislar cultivos primarios de BUVEC y consecutivamente el tamizaje por
morfologia de las mismas, de manera que, con estos resultados se concluy6 que
para generar un modelo de angiogénesis a partir de las células BUVEC, es
necesario optimizar el aislamiento de las BUVEC y a su vez, mejorar el método de
caracterizacion utilizando en paralelo la morfologia y la inmunocitoquimica para
CD31 para obtener cultivos puros de estas células y poder llevar a cabo las

metodologias requeridas.

Con este estudio, se puede concluir que los cultivos BUVEC con una
estandarizacion adecuada podrian ser un buen modelo de angiogénesis para
evaluar moléculas angiogénicas. Particularmente, la evaluacion de la proliferacion
es requerida que se realice en pasajes tempranos para que los cultivos mantengan
su fenotipo endotelial. Por otro lado, las células BUVEC senescentes de pasajes
altos podrian ser de utilidad en los ensayos de migracion, probablemente cuando
se evaluen moléculas antiangiogénicas que impacten en el proceso migratorio de

las células.
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