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La angiopoyetina-1, pero no el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas-AB,
es un estimulador coadyuvante del factor de
crecimiento endotelial vascular-A en el cierre
de lesiones endoteliales en un modelo in vitro
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La cicatrizaci�on de las heridas y la integraci�on de

injertos tisulares libres dependen esencialmente del

crecimiento de los vasos sangu�ıneos, es decir, de la

invasi�on angiog�enica de las c�elulas endoteliales,

que se ve reducida dr�asticamente en fumadores, en

pacientes que sufren microangiopat�ıas (p. ej., en la

diabetes), o en los que reciben tratamiento con

inmunosupresores. A pesar de que se han estudiado

diferentes factores angiog�enicos para acelerar la

cicatrizaci�on de las heridas en dichos pacientes cr�ıti-

cos, a�un no se han investigado de forma sistem�atica

sus interrelaciones. Este estudio se llev�o a cabo

para revelar qu�e combinaci�on de factores proan-

giog�enicos con factores activadores de lamaduraci�on

es la m�as eficaz en el proceso de correcci�on de lesio-

nes endoteliales. Se aislaron c�elulas endoteliales de

la vena umbilical humana, se cultivaron hasta su

confluencia, y se ensayaron en un modelo de

correcci�on de lesi�on endotelial con la adici�on de fac-

tor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)-

A165, factor de crecimiento plaquetario (PDGF)-AB,

angiopoyetina-1 (ANG1), o ANG2 y sus 16 combi-

naciones posibles. El VEGF-A165 m�as la ANG1 fue la

combinaci�on m�as eficaz para acelerar el proceso de

correcci�on endotelial. Adem�as, el VEGF-A165

estimul�o el cierre de la lesi�on en todas las combina-

ciones estudiadas, mientras que se vio atenuado por

el PDGF-AB. As�ı pues, con respecto a sus efectos en

las c�elulas endoteliales, la combinaci�on de VEGF-A

con ANG1 es la m�as prometedora y es superior a las

combinaciones con PDGF-AB.

INTRODUCCI �ON

El proceso de cicatrizaci�on depende de forma cr�ıtica

del brote de los capilares sangu�ıneos, que requiere la

proliferaci�on y la migraci�on de las c�elulas endotelia-

les1,2. De forma similar, el crecimiento de los injertos

se ve favorecido en gran medida por la angiog�enesis

concomitante3,4. Sin embargo, la respuesta

angiog�enica se reduce en pacientes que sufren dia-

betes mellitus y en fumadores, lo que provoca un

aumento del tiempo de cicatrizaci�on o incluso

defectos de cicatrizaci�on5-8. La angiog�enesis se

regula mediante factores angiog�enicos, siendo el

factor de crecimiento del endotelio vascular

A (VEGF-A) el m�as destacado entre ellos9,10. La

expresi�on del VEGF-A est�a inducida por una ca�ıda

en la presi�on de ox�ıgeno como consecuencia del

aumento de la demanda tisular, la disminuci�on de la

densidad capilar, o una reacci�on inflamatoria9,10.

Una vez secretado por c�elulas tisulares no endote-

liales (es decir, fibroblastos o c�elulas epiteliales),

el VEGF-A act�ua en las c�elulas endoteliales a trav�es
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de receptores espec�ıficos, principalmente el VEGF-

R210, de forma paracrina. Posteriormente activa

muchas funciones endoteliales, que a su vez

provocan el brote de los capilares9,10. Adem�as del

VEGF-A, y como consecuencia de la hemorragia,

siempre existen plaquetas, que segregan el factor de

crecimiento derivado de las plaquetas11 (PDGF). Es

bien sabido que el PDGF tambi�en es angiog�enico12,

pudiendo aumentar as�ı la angiog�enesis inducida por

el VEGF. Adem�as, el receptor de la tirosina cinasa

endotelial TIE2 contribuye a la maduraci�on de los

capilares13. La actividad de TIE2 se ve aumentada

por la angiopoyetina-1 (ANG1) y (en concen-

traciones fisiol�ogicas) disminuida por la ANG214,15.

No obstante, los vasos sangu�ıneos que han prolife-

rado por la predominancia del VEGF-A presentan

exudaci�on16-20 y, por tanto, se estudi�o el VEGF-A

combinado con el PDGF21,22 o la ANG123-26. Ambas

combinaciones indujeron el crecimiento de m�as

capilares funcionales con una permeabilidad

pr�acticamente normal. Este estudio se realiz�o para

analizar de forma m�as espec�ıfica, mediante

comparaci�on directa en el mismo ensayo, cu�al de las

16 combinaciones posibles de VEGF-A, PDGF,

ANG1, y ANG2 es la m�as eficaz para inducir el

crecimiento y la migraci�on de las c�elulas endotelia-

les como prerrequisito para el brote capilar.

MATERIALES Y M�ETODOS

Aislamiento y cultivo de las c�elulas

Las c�elulas endoteliales de la vena umbilical

humana (HUVEC) se aislaron y cultivaron de la

forma descrita previamente27. Brevemente, las

HUVEC se extirparon de las venas de los cordones

umbilicales con un 0,2% de colagenasa tipo II de

Clostridium histolyticum (Biochrom, Berl�ın, Alema-

nia) durante 15 min a 37 �C. Tras su incubaci�on, la

vena umbilical respectiva se lav�o con una soluci�on

salina balanceada de Hanks (HBSS). La suspensi�on

celular se centrifug�o y se desech�o el sobrenadante, y

las c�elulas se resuspendieron y cultivaron hasta su

confluencia en Endothelial Cell Basal MediumMV�

con Cell-Growth-Supplement-Pack MV� (ambos de

PromoCell, Heidelberg, Alemania) a 37 �C en una

atm�osfera humidificada con un 5% de CO2.

Tratamiento de las c�elulas con los facto-

res estudiados

Las c�elulas se sembraron en una placa con 24 poci-

llos (TPP, Trasadingen, Suiza), y en cada uno de ellos

(a excepci�on de los controles no tratados) se

deposit�o un factor distinto o una combinaci�on de

los mismos (fig. 1). Los agentes utilizados fueron

VEGF-A165 (2,4 mg/ml de soluci�on madre en

soluci�on salina tamponada con fosfato [PBS] con un

1%de alb�umina s�erica bovina [BSA], concentraci�on

final: 24 ng/ml), ANG1 (16 mg/ml de soluci�onmadre

en PBS con un 1% de BSA, concentraci�on final: 16

ng/ml), ANG2 (16 mg/ml de soluci�on madre en PBS

con un 1% de BSA, concentraci�on final: 16 ng/ml),

y PDGF (en su mayor parte heterod�ımeros de

PDGFAB, 2 mg/ml de soluci�on madre en PBS con un

1% de BSA, concentraci�on final: 20 ng/ml) (todos

adquiridos a R&D Systems, Mine�apolis, MN). Para

lograr efectos significativos, todos los reactivos de

prueba se utilizaron aproximadamente cuatro veces

por encima de su concentraci�on eficaz media (EC50)

como indic�o la ficha t�ecnica del fabricante. Se

estudiaron todas las combinaciones posibles de las

cuatro sustancias y el medio de cultivo celular

completo con un 1%de BSA como control negativo.

Las 16 combinaciones se presentan en la fig. 1.

Modelo de lesi�on endotelial

Las HUVEC se cultivaron en los pocillos de las placas

de cultivo hasta el 100% de confluencia. La mono-

capa se arañ�o a lo largo de una escala utilizando

una punta de pipeta de 200 ml. El arañazo inicial

se fotografi�o con un microscopio invertido Nikon

(Melville, NY) Diaphot equipado con lentes Hoff-

man Modulation Contrast (Modulation Optics,

Greenvale, NY) y su objetivo correspondiente (plan

4/0.13 DL, 160/-, Phl; Nikon, Tokio, Jap�on). Las

fotos se tomaron con una c�amara Canon (Lake

Success, NY) EOS 10D. Posteriormente las c�elulas se

incubaron a 37 �C durante 5 h en una atm�osfera

humidificada con un 5% de CO2. La migraci�on

celular se determin�o comparando la fotograf�ıa

inicial con una fotograf�ıa tras 5 h de incubaci�on. La

anchura del arañazo semidi�o utilizando el programa

ImageJ 1.34s para histometr�ıa (NIH, Bethesda, MD).

Se compar�o el ancho de la hendidura entre ambos

extremos de la herida entre las muestras estudiadas

y los controles no tratados.

Tinci�on de inmunofluorescencia

Las c�elulas se fijaron con metanol a e20 �C durante

10 min, se lavaron en PBS con un 1% de BSA, se

incubaron con anticuerpo frente al factor de von

Willebrand (vWF) (F-3520; Sigma, Deisenhofen,

Alemania) 1:100 en PBS/BSA durante 30 min a

temperatura ambiente en una c�amara h�umeda, se

lavaron dos veces en PBS/BSA, seguido de la

incubaci�on con anticuerpo monoclonal anti-conejo

marcado con isotiocianato de fluoresce�ına (FITC)

(F-4890, Sigma) 1:20 en PBS/BSA durante otros
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30 min, y se lav�o de nuevo dos veces con PBS. Los

controles negativos se incubaron solamente con el

anticuerpo secundario marcado con FITC. Las

muestras se analizaron directamente con un

microscopio Ortholux� con un objetivo de

inmersi�on en agua (25/0.60 W Fluoreszenz) y un

equipo de filtros I 2/3 para epifluorescencia (Leitz,

Wetzlar, Alemania) o utilizando un haz trans-

lum�ınico. Las fotos se tomaron con una c�amara

Canon EOS 10D.

An�alisis estad�ıstico

Las c�elulas endoteliales se aislaron de forma inde-

pendiente de 7 cordones umbilicales diferentes.

Cada combinaci�on de factores desde el grupo 1 hasta

el 16 (fig. 1) se investig�o con HUVEC de cada uno de

estos cordones umbilicales. As�ı pues, se realizaron 7

mediciones independientes en cada grupo. (Tres de

estos grupos se muestran comparados con el grupo

control, v�ease la figura 2). Para revelar los efectos del

VEGF-A, por ejemplo, se agruparon muestras de

todos los grupos sin VEGF-A (grupos 16, 2, 4, 6, 8,

10, 11, 14) o conVEGF-A (grupos 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13,

15). Las muestras se emparejaron en funci�on de los

cordones umbilicales y los factores presentes

durante el tiempo de incubaci�on. Por ejemplo, las

HUVEC del cord�on umbilical n�umero 1 del grupo 16

se emparejaron con las procedentes del cord�on

umbilical n�umero 1 del grupo 1, y as�ı sucesiva-

mente. As�ı pues, solamente una variable difiri�o

entre muestras emparejadas, el factor de inter�es. Los

datos se presentan como la media ± desviaci�on

est�andar (DE) y se estableci�o la significancia

estad�ıstica en p� 0,05, seg�un la prueba t de Student

para datos apareados.

RESULTADOS

Se confirm�o el origen endotelial de las c�elulas culti-

vadas hasta su confluencia mediante la tinci�on

inmunol�ogica positiva del vWF (figs. 3A y 3B). La

disrupci�on de estas monocapas cerr�o

espont�aneamente en aproximadamente 24 h (figs.

3C a 3H).

Incluso con la adici�on de factores del crecimiento

y el aumento resultante de la velocidad del cierre de

la lesi�on, sigui�o existiendo una discontinuidad apre-

ciable durante un m�ınimo de 5 h. As�ı pues, las

mediciones se realizaron a las 0 y 5 h despu�es del

arañazo. Se estudiaron 4 factores del crecimiento y

todas sus combinaciones, y se evaluaron sus efectos

cuantificando la velocidad del cierre de la herida

como medida compuesta de la migraci�on y

proliferaci�on celular. Todos los grupos con un �unico

factor se estudiaron en comparaci�on con todos los

grupos con el mismo factor. Este an�alisis revel�o que

se logr�o un aumento estad�ısticamente significativo

de la velocidad del cierre de la herida (fig. 3) con

VEGF-A165 y ANG1, mientras que PDGF-AB caus�o

una disminuci�on de ambos, aunque no fue estad�ıs-

ticamente significativa.

En comparaci�on con los cultivos control con un

medio de cultivo celular completo, el aumento de

la velocidad del cierre de la lesi�on (fig. 4) fue

mayor con la adici�on de VEGF-A165 m�as ANG1. Por

el contrario, con la adici�on de PDGF-AB m�as ANG2,

el cierre de la herida se ralentiz�o (fig. 4).

DISCUSI �ON

Este estudio mostr�o que, de las 16 combinaciones

posibles de 4 factores angiog�enicos, la combinaci�on

de VEGF-A165 m�as ANG1 fue la m�as eficaz en la

aceleraci�on de la migraci�on y proliferaci�on endote-

lial en un ensayo de lesi�on endotelial in vitro utili-

zando HUVEC. Adem�as, el VEGF-A165 estimul�o el

cierre de la herida en todas las combinaciones

estudiadas, mientras que se vio atenuado por el

PDGF-AB.

El cierre de la lesi�on, determinado por la

reducci�on de la amplitud de la disrupci�on en una

monocapa endotelial, es resultado de la

combinaci�on de la proliferaci�on ymigraci�on celular.

Dado que ambas funciones celulares son esenciales

Fig. 1. Muestra de las combinaciones de factores

estudiados con el n�umero de grupos y los factores

correspondientes. Ang: angiopoyetina; PDGF: factor de

crecimiento plaquetario; VEGF: factor de crecimiento del

endotelio vascular.
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en el brote capilar, este ensayo cubre dos aspectos

principales de la angiog�enesis.

Si bien las diferencias entre los factores estudiados

hubiesen sidom�as pronunciadas enunmedio de cul-

tivo celular sin suero o sin factores del crecimiento,

las pruebas presentadas aqu�ı se realizaron en presen-

cia de un medio de crecimiento celular normal, para

simular de forma m�as estrecha las condiciones in

vivo, en las que el tratamiento terap�eutico con fac-

tores angiog�enicos sencillamente añadir�ıa estos fac-

tores a los ya presentes cerca de una herida. Adem�as,

los 4 factores se estudiaron en las 16 combinaciones

posibles, y el VEGF-A165 estimul�o el cierre de la

herida en todas las combinaciones estudiadas.

El VEGF-A es el factor angiog�enico estudiado de

forma m�as amplia9,28. Es bien sabido que estimula

la proliferaci�on y migraci�on endotelial29 as�ı como

otras funciones endoteliales que intervienen en el

brote capilar o en el mantenimiento de los vasos

sangu�ıneos maduros30. As�ı pues, los datos presen-

tados aqu�ı concuerdan con los referidos en la litera-

tura. Sin embargo, el VEGF-A aplicado para inducir

la angiog�enesis in vivo no solamente aumenta la

densidad capilar sino que desgraciadamente se

correlaciona con un aumento de la permeabilidad

capilar, lo que impide el correcto funcionamiento de

la nueva red capilar formada31. Existe un inter�es

creciente por combinar el VEGF-A conotros factores,

para facilitar as�ı el reclutamiento de c�elulas peri-

vasculares y la maduraci�on de los vasos sangu�ıneos,

sellando los capilares, p. ej., PDGF yANG1. El PDGF-

AB se une a diferentes receptores endoteliales12. La

ausencia de PDGF en ratones knockout provoca un

defecto en la maduraci�on de los vasos sangu�ıneos32.

Por consiguiente, una combinaci�on de VEGF con

PDGF permiti�o inducir vasos sangu�ıneos m�as

maduros33. De forma alternativa, el VEGF-A se ha

estudiado combinado con la ANG123,24. La ANG1

activa el receptor endotelial de la tirosina cinasa TIE2

y la ruta metab�olica de la fosfatidilinositol 3

cinasa34,35. De nuevo, esta combinaci�on permiti�o

inducir m�as vasos sangu�ıneos maduros23,24.

Los resultados presentados aqu�ı permiten compa-

rar directamente las combinaciones de VEGF-A

y PDGF-AB con las de VEGF-A y ANG1. Esta

comparaci�on mostr�o que los efectos del VEGF-A165

en el cierre del arañazo se ven aumentados si se

combina con la ANG1. As�ı pues, la combinaci�on del

VEGF con la ANG1 pudo tener dos efectos deseados,

la prevenci�on del aumento de la permeabilidad

vascular36 y un aumento adicional de la

proliferaci�on y migraci�on de las c�elulas endoteliales.

Dado que la ANG1 ha demostrado ser un qui-

miot�actico para las c�elulas endoteliales37, el

aumento de la velocidad en el cierre de la lesi�on

endotelial concuerda con los estudios de la literatura.

Los efectos del VEGF-A y la ANG1 est�an restringidos

b�asicamente a las c�elulas endoteliales porque sus

receptores se expresan de forma selectiva en estas

c�elulas. Esto puede ser �util para reducir los efectos

secundarios en una situaci�on in vivo y podr�ıa cons-

tituir una ventaja adicional en situaciones cl�ınicas.

Sin embargo, se ha descrito la expresi�on del

VEGF-A durante reacciones inflamatorias que, por

ejemplo, conducir�ıan al fracaso de los implantes

dentales38. Este efecto probablemente fue una

consecuencia de la reacci�on inflamatoria en general,

no del VEGF solo. Adem�as, al combinarlo con la

ANG1, se evita el aumento de la permeabilidad

vascular inducido por el VEGFA39. As�ı pues, ante

una situaci�on no inflamatoria y en combinaci�on con

la ANG1, el VEGF inducir�a la angiog�enesis aumen-

tando la proliferaci�on y migraci�on de las c�elulas

endoteliales y acelerando el cierre de la herida, lo

que evitar�a as�ı el fracaso de los implantes y favorer�a

el crecimiento de injertos tisulares libres.

Adem�as, el VEGF-A estimula la expresi�on de la

ANG240, lo que a su vez ha demostrado favorecer

la inflamaci�on inducida por el factor de necrosis

tumoral a41. Por el contrario, la activaci�on del TIE2 a

Fig. 2. Influencia de las diferentes combi-

naciones de factores angiog�enicos en el cie-

rre de la lesi�on endotelial. Las monocapas

HUVEC del primer pase se arañaron con la

punta de una pipeta, y se midi�o el cierre del

arañazo 5 h despu�es en un grupo control

(medio de cultivo celular solamente) o en

presencia de VEGF-A165 m�as ANG1, PDGF

m�as ANG2, o VEGF-A165 m�as PDGF. Los

resultados se presentan como la media ± DE

para n¼ 7, *p� 0,05. Scratch closure alter

5 h: cierre del arañazo tras 5 h; Scratch clo-

sure (mm)¼ cierre del arañazo (mm).
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Fig. 3. Tinci�on del vWF (A-D) y cierre del arañazo (E-J). Las HUVEC del primer pase se muestran mediante

microscop�ıa de transiluminaci�on (A) y microscop�ıa de fluorescencia tras la tinci�on inmunol�ogica del vWF (B). EnD y C

se muestra un control negativo (anticuerpo secundario marcado con FITC solo) y su correspondiente imagen de

transiluminaci�on, respectivamente. La microscop�ıa de transiluminaci�on utilizando el contraste de modulaci�on de

Hoffmann muestra un defecto endotelial causado por arañazo reciente (E, H) y el seguimiento a las 5 h (F, I) y a las

16 h (G, J) en condiciones control (E-G) o en presencia de VEGF-A165 (H-J). Escala¼ 500 mm.

Vol. 23, N.º 2, 2009 Angiopoyetina-1 y VEGF-A en el cierre de lesiones endoteliales in vitro 267



trav�es de la ANG1 estimula la ruta metab�olica de la

fosfatidilinositol 3 cinasa42, inactivando as�ı el

FoxO1, un conocido factor de transcripci�on de la

ANG243. De este modo, la ANG1 probablemente

evitar�a las reacciones inflamatorias mediadas por la

ANG2 dependiente del VEGF-A.

Aunque conocido como factor angiog�enico, el

PDGFAB redujo el cierre de la lesi�on endotelial en

nuestro estudio. Esto concuerda con los resultados

que muestran una reducci�on de la densidad capilar

con el PDGF combinado con el VEGF33 o un

aumento de la densidad capilar mientras estuvieron

bloqueados los efectos del PDGF44. As�ı pues se cree

que el principal efecto del PDGF en el proceso de

angiog�enesis es la maduraci�on de los vasos

sangu�ıneos reci�en formados33.

Recientemente, se ha descrito que la ANG2,

introducida inicialmente como un antagonista

end�ogeno del TIE215, lo activa42. De forma inespe-

rada, la combinaci�on de PDGF-AB con ANG2 redujo

de forma significativa el cierre del arañazo, hecho

que es dif�ıcil de comprender. Sin embargo, no

pudimos encontrar en la literatura ninguna otra

prueba sobre los efectos combinados del PDGF-AB y

la ANG2. Nuestros resultados, como m�ınimo, pre-

dicen la superioridad del VEGFm�as la ANG1 sobre el

PDGF-AB m�as la ANG2.

Una aplicaci�on cl�ınica de los factores proan-

giog�enicos para acelerar el cierre de las heridas es

el tratamiento de los pacientes con defectos de

cicatrizaci�on y un riesgo elevado de fracaso de los

implantes. Un prerrequisito para este tratamiento

consiste en revelar las combinaciones �optimas de

factores angiog�enicos para mejorar sus efectos.

Este estudio sugiere que el VEGF m�as la ANG1 es

la combinaci�on m�as prometedora de los 4 factores

y las 16 combinaciones estudiadas.

Agradecemos la ayuda t�ecnica experta de G. Beyer.
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