
Las isoformas de endoglina 
en la regulación de la angiogénesis

· TESIS DOCTORAL ·
Mención “Doctorado Internacional”

Departamento de Fisiología y Farmacología

Salamanca, 
20 de febrero de 2016

Elena Núñez Gómez



	



·TESIS DOCTORAL· 
Mención “Doctorado Internacional”

Las isoformas de endoglina 

en la regulación de la angiogénesis

Elena Núñez Gómez 

Salamanca, a 14 de enero de 2016





·TESIS DOCTORAL·

Las isoformas de endoglina 

en la regulación de la angiogénesis

Memoria presentada por Elena Núñez Gómez 

para optar al Grado de Doctor 

por la Universidad de Salamanca. 

Mención “Doctorado Internacional”.

Elena Núñez Gómez 

Salamanca, a 14 de enero de 2016





 

 

LA DOCTORA DÑA. MARÍA JESÚS MONTE RÍO, DIRECTORA DEL 

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y FARMACOLOGÍA DE LA UNIVERSIDAD DE 

SALAMANCA 

 

 

 

 

 

 

 CERTIFICA: 

 

 

 

 Que el presente trabajo, elaborado por Dña. Elena Núñez Gómez para optar al 

Grado de Doctor por la Universidad de Salamanca, con el título “Las isoformas de 

endoglina en la regulación de la angiogénesis”, ha sido realizado bajo la dirección 

conjunta del Doctor D. José Miguel López Novoa y el Doctor D. Miguel Pericacho Bustos, 

en el Área de Fisiología del Departamento de Fisiología y Farmacología de la Universidad 

de Salamanca. 

 

 

 Y para que así conste, expido y firmo el presente certificado, en Salamanca, a 14 de 

enero de 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dra. Dña. María Jesús Monte Río 

 





EL DOCTOR D. JOSÉ MIGUEL LÓPEZ NOVOA, CATEDRÁTICO DEL 

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y FARMACOLOGÍA DE LA UNIVERSIDAD DE 

SALAMANCA, Y EL DOCTOR D. MIGUEL PERICACHO BUSTOS, PROFERSOR 

AYUDANTE DOCTOR DEL DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y FARMACOLOGÍA 

DE LA UNIVERSIDAD DE SALAMANCA 

CERTIFICAN: 

Que el presente trabajo, titulado “Las isoformas de endoglina en la regulación de 

la angiogénesis”, presentado por Dña. Elena Núñez Gómez para optar al Grado de Doctor 

por la Universidad de Salamanca, ha sido realizado bajo su dirección en el Área de 

Fisiología del Departamento de Fisiología y Farmacología de la Universidad de 

Salamanca, y considerando que cumple las condiciones necesarias, lo consideran 

finalizado y autorizan su presentación a fin de que pueda ser defendido ante el tribunal 

correspondiente. 

Y para que así conste, expiden y firman el presente certificado, en Salamanca, a 14 

de enero de 2016. 

Dr. D. José Miguel López Novoa Dr. D. Miguel Pericacho Bustos 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta Tesis Doctoral ha sido financiada con una  

Ayuda para la Formación del Personal Investigador, 

 financiada por el  Ministerio de Economía y Competitividad,  

e inicialmente concedida por el Ministerio de Ciencia e Innovación   

(FPI-MICINN 2011). 









❝If you start me up I’ll never stop.❞ 

The Rolling Stones 

Índice 





Índice  III 
 

Índice ____________________________________________________________ I 

Índice de figuras ___________________________________________________________ IX 
Índice de tablas ____________________________________________________________ XI 

Abreviaturas y glosario _____________________________________________ XV 

Abreviaturas _____________________________________________________________ XVII 
Glosario de términos en inglés ________________________________________________ XX 

Introducción ______________________________________________________ 1 

1. El sistema vascular ________________________________________________________ 4 
1.1. Anatomía y fisiología de los vasos sanguíneos ____________________________ 4 

1.1.1. Estructura del árbol vascular ____________________________________ 4 
1.1.2. El endotelio _________________________________________________ 5 

1.2. Formación de los vasos sanguíneos ____________________________________ 6 
2. Angiogénesis ___________________________________________________________ 8 

2.1. Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) _______________________ 9 
2.1.1. Isoformas de VEGF __________________________________________ 10 
2.1.2. Receptores de VEGF _________________________________________ 11 

2.2. Hipoxia y HIF-1α ___________________________________________________ 12 

2.2.1. HIF-1α en la respuesta a hipoxia ________________________________ 12 

2.2.2. Genes de respuesta a hipoxia __________________________________ 13 
2.3. Inicio de la angiogénesis: sprouting o gemación __________________________ 14 

2.3.1. Células tip y stalk: selección por inhibición lateral __________________ 15 
2.4. Crecimiento del sprout ______________________________________________ 16 

2.4.1. La familia de FGF ___________________________________________ 17 
2.4.2. Degradación y síntesis de la MEC _______________________________ 18 

2.5. Resolución de la angiogénesis: anastomosis y tubulogénesis ________________ 19 
2.6. Participación de células precursoras endoteliales en la angiogénesis __________ 21 
2.7. Maduración del vaso: recubrimiento mural ______________________________ 21 

3. La superfamilia de TGF-β en la angiogénesis _________________________________ 22 

3.1. El Factor de Crecimiento Transformante β _____________________________ 22 

3.2. El complejo de receptores de TGF-β __________________________________ 23 

3.3. Señalización intracelular de TGF-β y BMP9 en las células endoteliales _______ 24 

 



 IV 
 

 Índice 
 

4. Endoglina (CD105) ______________________________________________________ 27 
4.1. Expresión y distribución celular ______________________________________ 27 
4.2. Estructura _______________________________________________________ 28 

4.2.1. El dominio extracelular de endoglina ___________________________ 29 
4.2.2. El dominio intracelular de endoglina ___________________________ 29 
4.2.3. Isoformas de endoglina _______________________________________ 32 
4.2.4. Endoglina en el ratón _________________________________________ 33 

4.3. Niveles de  endoglina y angiogénesis __________________________________ 34 
4.4. Funciones celulares de endoglina que participan en la angiogénesis _________ 34 

4.4.1. Papel de endoglina en la especificación arterial y venosa _____________ 34 
4.4.2. Expresión de endoglina en respuesta a hipoxia ____________________ 35 
4.4.3. Endoglina modula la liberación de factores proangiogénicos _________ 36 
4.4.4. Endoglina en relación con los precursores endoteliales _____________ 37 
4.4.5. Endoglina modula la integridad de la barrera endotelial _____________ 38 
4.4.6. Endoglina interacciona con proteínas de citoesqueleto y las adhesiones 

focales durante la migración celular ____________________________ 40 

4.4.7. Endoglina regula la señalización de TGF-β y BMP9 en el endotelio ___ 40 

4.4.8. Endoglina puede participar en el reclutamiento de células murales ____ 42 
4.5. Función diferencial de las isoformas de endoglina en la angiogénesis ________ 44 

Objetivos ________________________________________________________ 49 

Materiales  y métodos ______________________________________________ 55 

1. Materiales _____________________________________________________________ 57 
2. Ratones que sobreexpresan endoglina larga (L-ENG+) y corta (S-ENG+) ____________ 57 

2.1. Mantenimiento y manipulación de los animales _________________________ 58 
2.2. Determinación del genotipo de los ratones _____________________________ 59 

3. Isquemia-reperfusión femoral ____________________________________________ 60 
3.1. Cirugía: isquemia femoral ____________________________________________ 61 
3.2. Determinación de la perfusión con láser Doppler ________________________ 62 

4. Análisis de la vascularización de la retina _____________________________________ 64 
4.1. Aislamiento de retinas y estudio de la vasculatura por microscopía __________ 64 

4.1.1. Preparación de las retinas para su visualización microscópica ________ 64 
4.1.2. Análisis estructural de la vasculatura de la retina ___________________ 65 

4.2. Aislamiento de retinas para el estudio de la expresión génica _______________ 66 

 



Índice  V 
 

5. Ensayo Directo de Angiogénesis In Vivo (EDAIV) _____________________________ 67 
5.1. Elaboración, implantación y extracción de los angiorreactores _____________ 67 
5.2. Distancia invadida por vasos en los angiorreactores ______________________ 68 
5.3. Cuantificación de la invasión endotelial ________________________________ 69 
5.4. Preparación e implantación de plugs de Matrigel® _______________________ 69 
5.5. Análisis de la expresión génica de las células de los plugs __________________ 70 

6. Ensayo de sprouting a partir anillos de aorta ___________________________________ 71 
6.1. Iniciación del sprouting ____________________________________________ 72 
6.2. Análisis del volumen ocupado por sprouts con microscopía confocal ________ 73 
6.3. Análisis de la expresión génica de los sprouts ____________________________ 74 

7. Métodos de cultivo celular ________________________________________________ 75 
7.1. Cultivo primario de células endoteliales de pulmón de ratón (MLEC) _______ 75 

7.1.1. Cultivo de las células pulmonares _______________________________ 75 
7.1.2. Retirada de eritrocitos y macrófagos _____________________________ 77 
7.1.3. Selección de células endoteliales _______________________________ 77 
7.1.4. Mantenimiento de las MLEC __________________________________ 78 

7.2. Línea de células endoteliales EA.hy926 ________________________________ 78 
7.2.1. Mantenimiento de las EA.hy926 _______________________________ 79 

7.3. Técnicas básicas en cultivos celulares _________________________________ 79 
7.3.1. Tripsinización celular _______________________________________ 79 
7.3.2. Recuento celular ___________________________________________ 80 
7.3.3. Congelación y descongelación de las líneas celulares ______________ 80 
7.3.4. Generación de clones estables de EA.hy926 _______________________ 81 

7.4. Ensayos de proliferación celular _______________________________________ 81 
7.4.1. Recuento directo del número de células _________________________ 81 
7.4.2. ELISA de BrdU _____________________________________________ 81 

7.5. Ensayos de migración e invasión celular _______________________________ 82 
7.5.1. Ensayo de cierre de herida o scratch ____________________________ 82 
7.5.2. Ensayo de migración a través de transwell ________________________ 84 

7.6. Ensayo de formación de estructuras similares a capilares in vitro ____________ 85 
7.6.1. Siembra de las células en Matrigel® para la formación de 

“pseudocapilares” ___________________________________________ 85 
7.6.2. Análisis y cuantificación de las imágenes _________________________ 85 

7.7. Análisis de la expresión de proteínas mediante inmunofluorescencia de células en 

cultivo  _________________________________________________________ 86 
7.8. Análisis de la expresión de proteínas mediante citometría de flujo ___________ 87 



 VI 
 

 Índice 
 

8. Análisis del nivel de expresión de proteínas por Western blot _____________________ 87 
8.1. Obtención de extractos de proteínas de tejidos y células __________________ 88 
8.2. Determinación de la concentración de proteínas ________________________ 88 
8.3. Preparación de las muestras y electroforesis ____________________________ 89 
8.4. Transferencia ____________________________________________________ 89 
8.5. Bloqueo e incubación con los anticuerpos _____________________________ 89 
8.6. Revelado ________________________________________________________ 90 

9. Análisis del nivel de expresión génica por qPCR ________________________________ 91 
9.1. Extracción de ARN _________________________________________________ 91 

9.1.1. Extracción de ARN de células en cultivo _________________________ 91 
9.1.2. Extracción de ARN de plugs y anillos de aorta _____________________ 91 
9.1.3. Extracción de ARN de retina y otros tejidos _______________________ 91 

9.2. Obtención de ADNc _______________________________________________ 92 
9.3. Preamplificación del ADNc _________________________________________ 92 
9.4. Reacción de PCR para muestras preamplificadas ________________________ 94 
9.5. Diseño de cebadores para qPCR ______________________________________ 94 
9.6. PCR cuantitativa, qPCR o PCR a tiempo real ____________________________ 95 

10. Tratamiento de los datos y análisis estadísticos _______________________________ 97 

Resultados ______________________________________________________ 107 

1. Estudio de la sobreexpresión de las isoformas de endoglina humana en el modelo 

animal desarrollado para el estudio ________________________________________ 109 
2. Descripción general comparativa de las líneas de ratones utilizadas _______________ 111 
3. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina en la reperfusión post-isquémica112 
4. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina en la angiogénesis in vivo _____ 113 

4.1. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina en la respuesta angiogénica 

fisiológica en retina ________________________________________________ 114 
4.1.1. Análisis de la vasculatura de la retina ___________________________ 114 
4.1.2. Análisis de la expresión génica de marcadores endoteliales en retina __ 118 

4.2. Estudio del papel de la sobreexpresión de endoglina en el Ensayo Directo de 

Angiogénesis In Vivo _______________________________________________ 119 
4.2.1. Análisis de invasión endotelial en el Ensayo Directo de Angiogénesis In 

Vivo _____________________________________________________ 119 
4.2.2. Análisis de la expresión génica en un ensayo de angiogénesis in vivo __ 121 

5. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina en el proceso de sprouting ____ 123 
5.1. Análisis de la expresión marcadores de sprouting en retina ________________ 125 



Índice  VII 
 

5.2. Análisis de la expresión de marcadores de sprouting en plugs ______________ 127 
5.3. Utilización de un modelo ex vivo de sprouting: anillos de aorta en Matrigel® __ 127 

5.3.1. Evaluación del crecimiento de sprouts a partir de anillos de aorta ____ 127 
5.3.2. Análisis de la expresión génica de marcadores de sprouting en anillos de 

aorta _____________________________________________________ 129 
6. Generación de modelos celulares para el estudio del efecto de la sobreexpresión de las 

isoformas de endoglina en la angiogénesis ___________________________________ 132 
6.1. Células endoteliales de pulmón (MLEC) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+ ___ 132 
6.2. Línea de células endoteliales humanas que sobreexpresan L-endoglina o S-

endoglina ________________________________________________________ 132 
7. Análisis de la proliferación celular de células endoteliales en cultivo en respuesta a la 

sobreexpresión de endoglina _____________________________________________ 135 
8. Análisis de la motilidad y la invasividad de células endoteliales en cultivo en respuesta a la 

sobreexpresión de endoglina _____________________________________________ 136 
9. Análisis del efecto de la sobreexpresión de endoglina en la formación de estructuras 

similares a capilares in vitro _______________________________________________ 141 
10. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina sobre la maduración vascular en la 

angiogénesis __________________________________________________________ 141 

Discusión _______________________________________________________ 151 

1. Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la reperfusión post-isquémica ________ 153 
2. Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la angiogénesis in vivo _______________ 154 
3. Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la regulación génica del sprouting _____ 161 
4. Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la fisiología de la célula endotelial ______ 162 
5. Efecto de la sobreexpresión de endoglina sobre la cobertura mural del vaso en 

angiogénesis __________________________________________________________ 168 
6. Modelo: posible papel de endoglina durante la angiogénesis ____________________ 170 

Conclusions _____________________________________________________ 175 

Bibliografía ______________________________________________________ 181 

Summary _______________________________________________________ 211 

 





Índice  IX 
 

Índice de figuras 

 

Figura 1. Estructura de la pared vascular ___________________________________________ 5 
Figura 2. Mecanismos de formación de vasos sanguíneos ___________________________ 7 
Figura 3. Inducción de la angiogénesis por hipoxia _________________________________ 9 
Figura 4. Complejo receptor de VEGF ___________________________________________ 12 
Figura 5. Mecanismo celular de respuesta a hipoxia ________________________________ 13 
Figura 6. Selección de células tip y stalk durante el sprouting _________________________ 17 
Figura 7. Anastomosis y tubulogénesis __________________________________________ 20 
Figura 8. Estructura molecular del dímero de endoglina ____________________________ 30 
Figura 9. Dominio intracelular de las isoformas de endoglina de membrana _____________ 31 
Figura 10. Procesamiento alternativo del ARNm de endoglina ________________________ 32 
Figura 11. Localización de endoglina en caveolas y relación con eNOS y VE-cadherina _____ 39 

Figura 12. Papel de endoglina en la señalización de TGF-β1 y BMP9 en el endotelio _______ 41 

Figura 13. Construcción genética para la generación de los ratones L-ENG+ y S-ENG+ _____ 58 
Figura 14. Región del gen de endoglina humana amplificada en el genotipado ___________ 60 
Figura 15. Anatomía de las extremidades posteriores del ratón _______________________ 62 
Figura 16. Sistema de adquisición de imágenes de flujo sanguíneo _____________________ 63 
Figura 17. Herramienta de cuantificación de las estructuras vasculares en retina _________ 66 
Figura 18. Ensayo Directo de Angiogénesis In Vivo ________________________________ 68 
Figura 19. Anillos de aorta en Matrigel® __________________________________________ 72 
Figura 20. Iniciación del sprouting en anillos de aorta en Matrigel® ____________________ 73 
Figura 21. Imágenes de microscopía confocal de anillos de aorta en Matrigel® ___________ 74 
Figura 22. Esquema del protocolo de cultivo de MLEC _____________________________ 76 
Figura 23. Células utilizadas para este trabajo, creciendo en cultivo ___________________ 79 
Figura 24. Ensayo de cierre de herida o scratch ____________________________________ 83 
Figura 25. Esquema del experimento con transwell _________________________________ 84 
Figura 26. Análisis digital de los pseudocapilares en Matrigel® ________________________ 85 
Figura 27. Kit de extracción de ARN: NucleoSpin® RNA ____________________________ 92 
Figura 28. Modelo animal utilizado en el trabajo __________________________________ 109 
Figura 29. Expresión de endoglina humana en tejido ______________________________ 110 
Figura 30. Tamaño de las camadas y peso de los ratones ____________________________ 111 
Figura 31. Reperfusión post-isquémica de la extremidad del ratón ____________________ 112 
Figura 32. Expresión de endoglina en los vasos de la retina en angiogénesis _____________ 115 
Figura 33. Grado de vascularización de la retina ___________________________________ 116 



 X  Índice 
 

Figura 34. Estructura de la vasculatura de la retina normal y efecto de la sobreexpresión de las 

isoformas de endoglina __________________________________________________ 116 
Figura 35. Expresión de marcadores endoteliales en retina __________________________ 119 
Figura 36. Distancia invadida por los vasos en los angiorreactores ____________________ 120 
Figura 37. Cantidad de células endoteliales que invaden los angiorreactores ____________ 121 
Figura 38. Expresión de marcadores endoteliales en los plugs de Matrigel® ____________ 122 
Figura 39. Expresión de marcadores de sprouting en retina _________________________ 124 
Figura 40. Expresión de marcadores de precursores endoteliales en retina _____________ 125 
Figura 41. Expresión de marcadores de sprouting en plugs de Matrigel® _______________ 126 
Figura 42. Sprouting de anillos de aorta en Matrigel® tras 2,5 días _____________________ 128 
Figura 43. Volumen de sprouts formados a partir de anillos de aorta en Matrigel® _______ 129 
Figura 44. Expresión de marcadores endoteliales en anillos de aorta en Matrigel® _______ 130 
Figura 45. Expresión de marcadores de sprouting en anillos de aorta en Matrigel® _______ 131 
Figura 46. Expresión de L-endoglina y S-endoglina humanas en MLEC ________________ 133 
Figura 47. Expresión de L-endoglina y S-endoglina humanas en células EA.hy926 _______ 134 
Figura 48. Número de células EA.hy926 tras 72 horas en cultivo ______________________ 135 
Figura 49. Incorporación de BrdU por las células endoteliales en cultivo _______________ 136 
Figura 50. Distancia migrada por las células EA.hy926 en el ensayo de scratch ___________ 137 
Figura 51. Transmigración de células endoteliales en un gradiente de VEGF ____________ 139 
Figura 52. Transmigración de células endoteliales a través de Matrigel® _______________ 140 
Figura 53. Análisis de las estructuras similares a capilares formadas por células endoteliales en 

Matrigel® _____________________________________________________________ 142 
Figura 54. Expresión de un marcador de células murales en retina ____________________ 144 
Figura 55. Expresión de marcadores de células murales en plugs de Matrigel® __________ 145 
Figura 56. Expresión de marcadores de células murales relativizados por la expresión de 

marcadores endoteliales, en plugs de Matrigel® ______________________________ 146 
Figura 57. Expresión de citoquinas atrayentes de células murales en plugs de Matrigel® __ 147 
Figura 58. Expresión de citoquinas atrayentes de células murales en anillos de aorta en 

Matrigel® _____________________________________________________________ 148 
Figura 59. Hipótesis sobre la dinámica de expresión de endoglina durante la angiogénesis _ 171 

 



Índice  XI 
 

Índice de tablas 

 

Tabla 1. Cebadores para genotipado y condiciones de PCR __________________________ 60 
Tabla 2. Marcaje fluorescente de la vasculatura de la retina ___________________________ 65 
Tabla 3. Anticuerpos para la obtención del cultivo primario de MLEC __________________ 78 
Tabla 4. Condiciones inmunofluorescencia de células en cultivo _____________________ 86 
Tabla 5. Condiciones citometría de flujo _________________________________________ 87 
Tabla 6. Anticuerpos y condiciones de Western blot _______________________________ 90 
Tabla 7. Cebadores comerciales para preamplificación _____________________________ 93 
Tabla 8. Cebadores comerciales para qPCR _______________________________________ 94 
Tabla 9. Cebadores de diseño propio y condiciones de PCR _________________________ 96 
Tabla 10. Relación de reactivos y productos utilizados _____________________________ 99 
Tabla 11. Relación de anticuerpos utilizados ______________________________________ 102 
Tabla 12. Relación de equipos / aparatos utilizados ________________________________ 103 
Tabla 13. Relación de fabricantes y casas comerciales ______________________________ 104 
Tabla 14. Relación de marcadores endoteliales analizados por qPCR __________________ 114 
Tabla 15. Relación de marcadores de sprouting analizados mediante qPCR _____________ 123 
Tabla 16. Relación de marcadores de células murales analizados mediante qPCR ________ 143 
Tabla 17. Posible papel de endoglina en las diferentes fases de la angiogénesis ___________ 171 
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PECAM Molécula endotelial de adhesión a plaquetas (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule) 

PI3K Fosfatidilinositol-3-kinasa (phosphoinositide-3-kinase) 

PKC Proteína kinasa C 

PlGF Factor de crecimiento de placenta (Placental Growth Factor) 
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PVDF Difluoruro de polivinilideno (PolyVinyliDene Fluoride) 

pVHL	 Factor von Hippel-Lindau 

qPCR PCR cuantitativa 

RGD Tripéptido arginina – glicina – aspartato  

RPS13 Proteína Ribosomal S13 (Ribosomal Protein S13) 

RTK Receptor tirosina kinasa 

S-ENG+ Genotipo de ratón empleado en este trabajo que sobreexpresa S-endoglina humana 

SDS Dodecil sulfato sódico (Sodium Dodecyl Sulphate ) 

Ser Aminoácido serina 

Smad Small protein Mothers Against Decapentaplegic 

TEMED Tetrametiletilendiamina (TEtraMEthylEthyleneDiamine) 

TGF-β	 Factor de crecimiento transformante β (Transforming Growth Factor β) 

Thr Aminoácido treonina 

TIMP Inhibidores de metaloproteasas tisulares (Tissue Inhibitors of MetalloProteinases) 

Tyr Aminoácido tirosina 

TβRII Receptor de tipo II de TGF-β 

VEGF Factor endotelial de crecimiento vascular (Vascular Endothelial Growth Factor) 

VEGFR Receptor de VEGF 

WT Genotipo wild type o salvaje, control utilizado en este trabajo 

ZO-1 Proteína de las uniones ocluyentes 1 (zonula occludens 1) 

ZP Zona pelúcida 

αSMA Actina α de músculo liso vascular (α Smooth Muscle Actin) 
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Glosario de términos en inglés 

 

Beads magnéticas Bolas magnéticas, en este caso cubiertas de anticuerpo secundario, empleadas 
para la selección específica de un tipo celular. 

Célula stalk Célula del tallo de un sprout. 

Célula tip Célula de la punta de un sprout. 

Curva de melting  Curva de disociación de la doble hebra de ADN al someterla a un incremento 
gradual de la temperatura. 

Outlier Observación o dato que dista del resto de observaciones del experimento. 

Scratch “Herida” o región sin células en una monocapa para el estudio de la migración 
celular in vitro. 

Shear stress  Estrés por cizalladura o de fricción, debido a la presión que el flujo laminar de la 
sangre ejerce sobre el endotelio. 

Splicing alternativo Modificación postranscripcional de ayuste o eliminación alternativa de intrones 
para dar lugar a diferentes ARNm. 

Sprout / sprouting Yema / gemación de las células endoteliales activas que inicia la angiogénesis. 

Stack Imagen de cada uno de los planos de una muestra adquiridos con microscopía 
confocal. 

Housekeeping Genes cuya expresión se utiliza como control interno en los experimentos de 
qPCR por ser constitutiva o no regulada y, por tanto, constante en todas las 
condiciones del experimento. 

Tag Etiqueta, que en este caso se le pone al gen de una proteína en la generación de 
transgénicos, para facilitar la detección de la misma. 

Threshold Línea horizontal que se establece sobre la gráfica de una reacción de qPCR y que 
corta a cada curva de amplificación, de cada una de las muestras, en su fase 
exponencial. Permite establecer el Ct (ciclo threshold), que es el ciclo de PCR al 
que la curva de amplificación de una determinada muestra corta la línea de 
threshold; el Ct será tanto menor cuanto mayor sea la cantidad del ADN sustrato 
de PCR en esa muestra. 

Transwell Inserto con el fondo de membrana porosa, para estudiar el paso o migración de 
las células in vitro. 

Whole mount Montaje integral de la retina para estudios de inmunofluorescencia. 

Wild type Genotipo salvaje. 
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La adecuada vascularización de los tejidos es clave para un correcto funcionamiento 

fisiológico de los órganos. Por ello, la formación de vasos sanguíneos es esencial durante el 

crecimiento y el desarrollo del organismo. Tanto es así, que alteraciones en los procesos de 

formación de vasos sanguíneos pueden conllevar malformaciones incompatibles con la vida ya 

durante el desarrollo embrionario. También son causa directa de importantes patologías 

postnatales como las retinopatías, en las que una excesiva vascularización de la retina conlleva 

una pérdida de visión e incluso ceguera, así como la esclerosis sistémica, o complicaciones de la 

diabetes como las úlceras de los miembros inferiores. Además, la adecuada formación de vasos 

sanguíneos tras ciertos eventos patológicos constituye el pilar central de la recuperación de la 

función del órgano afectado. Cabe destacar la revascularización post-isquémica, esencial en la 

recuperación del tejido tras accidentes cerebrovasculares, infartos de miocardio o determinados 

procesos quirúrgicos. Pero sin duda, la mayoría de los estudios llevados a cabo hasta la fecha en 

torno a la formación, maduración y remodelado de los vasos sanguíneos, tienen por objetivo el 

estudio del cáncer, puesto que el crecimiento de los tumores sólidos, así como la progresión de 

la leucemia, dependen directamente de un proceso muy activo de vascularización que aporte 

nutrientes a las células tumorales, caracterizadas por sus elevadas necesidades metabólicas. 

Durante los últimos veinte años, el papel de endoglina en la homeostasis y fisiología del 

endotelio y los vasos sanguíneos se ha hecho cada vez más evidente. Numerosos estudios 

muestran cómo endoglina es fundamental para una correcta neovascularización, así como su 

papel en diversas patologías relacionadas con los vasos sanguíneos. Es más, endoglina es 

considerada uno de los más específicos marcadores endoteliales, si no el más específico. 

Asimismo, su utilidad tanto en el diagnóstico como en la terapia de muchas de estas patologías 

ha quedado patente a lo largo de estos años. 

A pesar de que endoglina se conoce desde hace más de veinticinco años y su 

importancia en los procesos de vascularización es evidente, como hemos señalado, hasta la 

fecha es muy poco, y en ocasiones contradictorio, lo que se sabe sobre los mecanismos 

mediante los que endoglina participa en el control de la fisiología vascular. 

Por ello, el objetivo principal de este trabajo ha consistido en tratar de esclarecer qué 

papel juega endoglina en la sucesión de eventos que tiene lugar durante la formación de los vasos 

sanguíneos, utilizando para ello un modelo de sobreexpresión de endoglina, así como de una 

endoglina carente de casi todo su dominio intracelular, S-endoglina. El aumento en la expresión 

de endoglina sucede en condiciones fisiológicas durante la vascularización de los tejidos y 

durante la angiogénesis patológica, por lo que este modelo nos permite un acercamiento real al 

efecto del aumento de los niveles de endoglina en el endotelio, y la sobreexpresión de la 

isoforma S-endoglina posibilita el estudio del papel que en ello juega el dominio citosólico. 
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1. El sistema vascular 

El sistema circulatorio en los mamíferos es un sistema cerrado que está formado por el 

corazón, motor propulsor de la sangre, y por los vasos sanguíneos, por los que circula esta sangre. 

Las funciones fundamentales de este sistema son el aporte de oxígeno y nutrientes a los tejidos 

del organismo junto con la retirada de los productos de desecho del metabolismo celular, y la 

conducción de diferentes hormonas y citoquinas desde sus sitios de producción a los órganos 

diana. En general, el sistema circulatorio participa en el mantenimiento de la homeostasis del 

organismo y así, de las condiciones adecuadas para su funcionamiento. 

 

 

1.1. Anatomía y fisiología de los vasos sanguíneos 

1.1.1. Estructura del árbol vascular 

La red de vasos sanguíneos está formada por los árboles arterial y venoso. La circulación 

sanguínea se divide en mayor y menor. La circulación menor es la encargada de llevar la sangre 

desoxigenada desde el corazón a los pulmones, donde es oxigenada y dirigida de vuelta al 

corazón. En la circulación mayor, el árbol arterial lleva la sangre, oxigenada en los pulmones y 

bombeada por el corazón, hacia los diferentes tejidos, mientras que el sistema venoso recoge los 

productos metabólicos y lleva la sangre desoxigenada de vuelta hacia el corazón.  

Además de a los vasos sanguíneos, el sistema circulatorio incluye al árbol linfático, que 

recoge el líquido y otros componentes sobrantes del espacio intersticial y lo devuelve a la 

circulación. 

Las grandes arterias que salen de los ventrículos del corazón, se ramifican 

sucesivamente en arteriolas cada vez más pequeñas, que finalmente constituirán lechos de 

capilares sanguíneos. Los capilares tienen la pared vascular más sencilla de todos los vasos del 

organismo: está formada por una capa de células endoteliales rodeadas por su membrana basal 

y, en determinados órganos, además constan de una capa de pericitos (células murales). Esta 

sencillez en la estructura de su pared, así como la elevada proporción superficie-volumen de la 

misma, convierte a los capilares en el principal lugar de intercambio de nutrientes entre la sangre 

y las células del tejido irrigado. Las arteriolas y las vénulas presentan una pared vascular más 

compleja. La pared de las arteriolas consta de una serie de capas concéntricas de células de 

músculo liso vascular (CMLV), altamente compactadas e íntimamente unidas a la capa interna 

de células endoteliales. En las vénulas, la capa muscular es algo más difusa, y a través de ella 
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también puede tener lugar la extravasación de células y macromoléculas desde el torrente 

sanguíneo hacia los tejidos. Los grandes vasos, arterias y venas, constan de tres capas 

diferenciadas: la íntima, formada por las células endoteliales; la media, constituida por las 

CMLV, y una adventicia de fibroblastos, con matriz extracelular (MEC) y láminas elásticas. Las 

CMLV y las láminas elásticas se encargan del control del tono vascular (Jain, 2003) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Estructura de la pared vascular 

Células que componen la pared vascular en un vaso naciente (A), un capilar (B), en una arteriola 
o una vénula (C) y en una arteria o una vena (D). Adaptado de Jain, 2003. 

 

                                       

1.1.2. El endotelio 

El endotelio vascular constituye la capa que recubre la parte interior de los vasos. 

Durante mucho tiempo se pensó que el endotelio era una mera barrera o capa de revestimiento. 

La realidad es que su localización estratégica y su activo metabolismo hacen del endotelio un 

órgano clave en la regulación de muchos procesos fisiológicos fundamentales, como son la 

permeabilidad a los solutos y el aporte de nutrientes al tejido, la regulación del tono vascular y el 

flujo sanguíneo, la respuesta inflamatoria, la hemostasia o el remodelado de los tejidos 

circundantes a la vasculatura (Vane et al, 1990; Marsden et al, 1991). 

Las células endoteliales son enormemente heterogéneas en cuanto a sus propiedades 

funcionales y a sus perfiles de expresión génica, que dependen del tipo de vaso al que 

pertenezcan, del órgano, de su grado de diferenciación y de su estado proliferativo. A grandes 

rasgos, podemos diferenciar a las células endoteliales en estado quiescente, que hacen del 
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endotelio una pared estable y una barrera funcional, y las células endoteliales activas que, ante 

determinados estímulos, pueden abandonar el endotelio y abordar procesos de proliferación, 

migración y quimiotaxis, o de establecimiento de uniones con otras células (Eilken & Adams, 

2010). Las células quiescentes están altamente especializadas en el cumplimiento de la función 

de barrera selectiva, y constan de una membrana apical en la zona luminal del endotelio 

claramente diferenciada, al igual que las células de origen epidérmico. La regulación tanto de la 

activación y quiescencia del endotelio, como de la fisiología celular del endotelio activo, son 

claves durante la angiogénesis, proceso de formación de nuevos vasos sanguíneos y objeto de 

interés en este trabajo de tesis. 

 

 

1.2. Formación de los vasos sanguíneos 

A lo largo de la vida del organismo, podemos diferenciar dos procesos principales de 

formación de vasos sanguíneos, que son la vasculogénesis y la angiogénesis. Si bien existen otros 

procesos también importantes que complementan estos dos, como el remodelado vascular o la 

intususcepción, los más estudiados y principales responsables de la formación de nuevos vasos 

sanguíneos son los dos anteriormente referidos. 

Tanto durante el desarrollo embrionario como durante la vida postnatal, el aporte de 

sangre a los tejidos es imprescindible para el crecimiento de los órganos. Por ello, es esencial que 

el sistema vascular presente la capacidad de acomodarse a las nuevas necesidades metabólicas 

que surgen durante el crecimiento y desarrolle los vasos que suplan de nutrientes al tejido de 

nueva formación. 

La vasculogénesis consiste en la formación del plexo vascular primario o primitivo 

durante el desarrollo embrionario. Este proceso supone la formación de nuevos vasos a partir de 

hemangioblastos, células pluripotentes que también dan lugar a las líneas hematopoyéticas. Los 

hemangioblastos, estimulados por citoquinas entre las que destaca VEGF (del inglés, Vascular 

Endothelial Growth Factor), se diferencian y organizan dando lugar al plexo vascular primario. 

De esta red de vasos primitivos nacerán la aorta dorsal, la vena cardinal y los brotes que formarán 

las arterias y venas del saco embrionario (Figura 2). El sistema vascular aumenta su tamaño y 

complejidad durante el desarrollo embrionario gracias a los subsecuentes procesos de 

angiogénesis a partir del plexo primario (Coultas et al, 2005; Herbert & Stainier, 2011). 

La angiogénesis es la formación de novo de vasos sanguíneos a partir de vasos 

preexistentes. Como ya hemos indicado, tiene lugar durante el desarrollo embrionario para 
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formar la vasculatura madura del embrión a término, pero también de forma postnatal, durante 

toda la vida del organismo (Jain, 2003).  

La linfangiogénesis es el proceso de formación de los vasos linfáticos, y comparte 

numerosos mecanismos y vías de señalización con la angiogénesis (Herbert & Stainier, 2011) 

(Figura 2).  

La angiogénesis ha sido un proceso ampliamente estudiado desde los años 30 del siglo 

pasado, así como numerosas veces revisado (Adams & Alitalo, 2007; Adams & Eichmann, 2010; 

Geudens & Gerhardt, 2011; Herbert & Stainier, 2011; Weis & Cheresh, 2011). 

 

 

Figura 2. Mecanismos de formación de vasos sanguíneos 

Representación esquemática de los procesos de formación de vasos sanguíneos: vasculogénesis, 
angiogénesis y linfangiogénesis. Adaptado de Herbert & Stainier, 2011. 
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2. Angiogénesis 

La angiogénesis se define como el proceso de formación de vasos sanguíneos de novo, a 

partir de vasos preexistentes. La correcta formación y funcionalidad de los nuevos vasos 

sanguíneos va a permitir el desarrollo y crecimiento de los órganos y el mantenimiento de la 

homeostasis en el organismo adulto (Eilken & Adams, 2010; Geudens & Gerhardt, 2011). 

Alteraciones o defectos durante el proceso de angiogénesis son causa directa de importantes 

alteraciones presentes en enfermedades como la esclerosis sistémica (Manetti et al, 2010), o de 

complicaciones en la diabetes como úlceras en las extremidades inferiores debidas a una 

incorrecta cicatrización (Asai et al, 2012, 2013). Una excesiva angiogénesis es la responsable del 

estadio proliferativo de la retinopatía diabética (Tremolada et al, 2012), o de la degeneración 

macular húmeda (Prea et al, 2015). Además, la angiogénesis es imprescindible para el 

crecimiento de los tumores por encima de los 2 milímetros, donde tiene lugar de una forma 

altamente desregulada y exagerada, que no sólo permite el crecimiento tumoral, sino que lleva a 

la formación de vasos sanguíneos muy poco estables que frecuentemente facilitan las metástasis 

por su elevada permeabilidad (Carmeliet & Jain, 2011; Nassiri et al, 2011). 

El proceso angiogénico se estudió por primera vez en 1939, cuando Ide y colaboradores 

observaron una potente respuesta de formación de vasos sanguíneos al implantar un tumor en la 

oreja de un conejo (Ide et al, 1939). Se trata de un proceso con una fina regulación a nivel 

molecular, muy conservada durante la evolución (Muñoz-Chápuli, 2011). 

La angiogénesis se desencadena en respuesta a un estímulo, que es eminentemente la 

hipoxia. Así, ante el crecimiento de un órgano, el aporte sanguíneo ya no será suficiente para todo 

el tejido y las células más alejadas de los vasos sanguíneos se encontrarán ante una carencia de 

nutrientes, entre ellos el oxígeno (Figura 3A). Es esta situación de hipoxia la que estimula a los 

vasos preexistentes, que responden ramificándose y formando nuevos vasos en dirección al 

foco hipóxico, permitiendo finalmente el aporte sanguíneo necesario en esta zona. 

Como ya veremos, en la respuesta a hipoxia son fundamentales las moléculas HIF-1α y 

VEGF: ante la carencia de oxígeno, se acumula HIF-1α (del inglés, Hypoxia-Inducible Factor 1α), 

factor de transcripción que activa la expresión de los “genes de respuesta a hipoxia”, entre los 

que se encuentra VEGF. De esta forma, se genera un gradiente de VEGF, que estimula a las 

células endoteliales de los vasos adyacentes, que salen de su estado quiescente y crecen 

formando nuevos vasos (Figura 3B). 
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A. 

 

B. 

 

Figura 3. Inducción de la angiogénesis por hipoxia 

A. El tejido de nueva formación de un órgano en crecimiento demanda aporte de nutrientes. B. El 
tejido en hipoxia libera HIF-1α, que genera un gradiente de VEGF, que estimula la formación de 
vasos en dirección al foco hipóxico. 
 

 

Además de la hipoxia, el efecto conocido como shear stress o “estrés por cizalladura”, 

también modula el equilibrio entre el estado de quiescencia y el estado proangiogénico del 

endotelio. Cambios en la presión que ejerce el flujo laminar de sangre sobre el endotelio, son 

transducidos en señales intracelulares que tienen un efecto en la expresión de genes pro y 

antiangiogénicos (Wragg et al, 2014). 

El proceso de angiogénesis comprende una sucesión de eventos altamente 

coordinados. Así, en respuesta a VEGF, las células endoteliales se activan y desdiferencian, 

perdiendo su fenotipo quiescente característico en los vasos maduros, degradan la membrana 

basal y comienzan a formar una yema guiada por el gradiente de VEGF. Esta yema crece 

elongándose hacia la fuente de VEGF, adquiere un lumen que será la luz del nuevo vaso y, al 

encontrarse con otra yema, sufre un proceso de anastomosis. Finalmente el vaso podrá madurar 

gracias a la cobertura mural del endotelio. En los siguientes apartados explicamos más 

detalladamente todos estos eventos. 

 

 

2.1. Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) 

Hace cuatro décadas, Judah Folkman propuso la angiogénesis como una posible diana 

terapéutica frente al cáncer, tras aislar lo que él denominó TAF (del inglés, Tumor Angiogenesis 

Factor), que resultó ser VEGF (Folkman, 1971; Folkman et al, 1971). 
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A continuación, vamos a profundizar un poco en el papel del factor proangiogénico 

VEGF y en su regulación por hipoxia durante la angiogénesis. 

 

2.1.1. Isoformas de VEGF 

El gen VEGF codifica para varias isoformas conocidas de la proteína VEGF-A, que se 

generan por el splicing o ayuste alternativo de los 8 exones que lo conforman. Las isoformas de 

VEGF reciben su nombre en función del número de aminoácidos de la proteína madura, siendo 

las principales en humano VEGF121, VEGF165, VEGF189 y VEGF206. Debido a sus diferentes 

tamaños, las diferentes isoformas presentan distinto comportamiento en el tejido: mientras que 

VEGF121 difunde libremente, VEGF189 y VEGF206 quedan retenidos por la superficie celular y la 

MEC; VEGF165 presenta características intermedias y es, además, la isoforma predominante.  

VEGF121 carece de los exones 6 y 7, codificando este último para la cola carboxi-terminal 

de la proteína, portadora de una secuencia básica de unión a heparina. Por ello, sólo VEGF165, 

VEGF189 y VEGF206 son capaces de unirse a los proteoglicanos que contengan heparina 

(comúnmente heparán sulfato) de la superficie celular y la MEC (Park et al, 1993; Ashikari-Hada 

et al, 2005). Como ya veremos, esta propiedad influye en la capacidad de VEGF para unirse a sus 

receptores. Para alguna de estas isoformas puede haber otra opción de splicing alternativo, que 

supone la sustitución del último exón por otro exón, “8b”,  y dota a la proteína de propiedades 

antiangiogénicas (Nowak et al, 2008). 

Se han descrito otras proteínas de la familia de VEGF: PlGF (del inglés, Placental Growth 

Factor), VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D (Neufeld et al, 1999; Dehghanian et al, 2014). Todas estas 

moléculas han demostrado tener un papel en el desarrollo vascular. 

Este papel central de VEGF en la angiogénesis y la fisiología vascular, le convierte en una 

diana terapéutica clave para el tratamiento antiangiogénico de diversas enfermedades, entre las 

que destaca el cáncer. Numerosos estudios recogen los efectos de tratamientos con inhibidores 

y anticuerpos contra VEGF, solos o combinados con otras drogas, puesto que son estrategias 

ampliamente utilizadas en la clínica que han demostrado aumentar el tiempo de supervivencia 

de los pacientes a la enfermedad. No obstante, no todos los pacientes responden a estos 

tratamientos y, sobre todo, en muchos casos se desarrolla resistencia (Carmeliet & Jain, 2011; 

Potente et al, 2011; Weis & Cheresh, 2011). 
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2.1.2. Receptores de VEGF 

Se han descrito dos tipos de receptores de VEGF: los receptores tirosina-kinasa (RTK) y 

las neuropilinas (NRP) (Ferrara et al, 2003a). 

Los RTK de VEGF son VEGFR1 y VEGFR2. Están formados por 7 dominios 

inmunoglobulina extracelulares, un solo dominio transmembrana, seguido de un dominio 

juxtamembranal, el dominio tirosina-kinasa y una cola C-terminal. El principal receptor para 

VEGF en el endotelio es VEGFR2, también conocido como KDR (del inglés, Kinase insert 

Domain Receptor) o Flk1 en ratón (del inglés, Fetal Liver Kinase-1), aunque VEGFR1 (Flt1 en 

ratón, del inglés, Fms-Like Tyrosine kinase-1) también se expresa en células endoteliales. La 

afinidad de VEGFR2 por sus ligandos es menor que la de VEGFR1, aunque su actividad kinasa es 

más potente (Shibuya & Claesson-Welsh, 2006). Existe un tercer RTK de VEGF, VEGFR3, 

relacionado con procesos de vasculogénesis y linfangiogénesis (Olsson et al, 2006) . 

VEGFR2 es considerado como el principal receptor de VEGF involucrado en 

vasculogénesis y angiogénesis, al mediar en las células endoteliales los procesos de 

diferenciación, proliferación y migración en respuesta a VEGF (Koch et al, 2011). Tras la unión 

del ligando, los receptores de VEGF dimerizan, formando homo o heterodímeros por unión a 

través de su dominio inmunoglobulina 7, contiguo a la membrana plasmática. Se cree que 

VEGFR1 ejerce una regulación negativa de la señalización a través de VEGFR2, modulando 

negativamente su respuesta proangiogénica: así, tanto VEGFR1 como su forma soluble, sFlt1, 

actúan secuestrando ligando VEGF, e impidiendo así su señalización a través de VEGFR2 

(Hazarika et al, 2007). VEGF-A interacciona tanto con VEGFR1 como con VEGFR2 o 

heterodímeros de ambos receptores, mientras que PlGF y VEGF-B pueden unirse 

exclusivamente a VEGFR1. VEGF-C y VEGF-D se unen a VEGFR3 o a heterodímeros VEGFR2-3 

(Olsson et al, 2006) (Figura 4). 

En cuanto a las NRP, se han descrito dos tipos, NRP-1 y NRP-2. Se les considera co-

receptores de VEGF. NRP-1 es marcador de identidad arterial, mientras que NRP-2 está presente 

preferentemente en venas y vasos linfáticos. 

NRP-1 promueve la señalización de VEGF-A a través de VEGFR2 de una forma heparina-

dependiente, por lo que VEGF121, aunque sí se puede unir a NRP-1, no es capaz de inducir su 

acomplejamiento con VEGFR2 y, por tanto, su actividad proangiogénica (Ferrara et al, 2003b; 

Koch et al, 2011) (Figura 4). 
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Figura 4. Complejo receptor de VEGF 

Mecanismo de señalización de VEGF en las células endoteliales. Señalización a través de sus 
diferentes receptores y efecto sobre la respuesta angiogénica. Adaptado de Koch et al, 2011. 
 

 

2.2. Hipoxia y HIF-1α 

2.2.1. HIF-1α en la respuesta a hipoxia 

Las células en los tejidos reciben aporte de oxígeno por difusión simple. Pero el 

crecimiento de un órgano, bien sea de forma fisiológica (durante el desarrollo, por efecto del 

ejercicio, etc.) o patológica (por ejemplo, en el crecimiento tumoral), por encima del límite de 

difusión del oxígeno desde el árbol sanguíneo más próximo, supone la creación de una región 

hipóxica en el tejido de nueva formación. En este ambiente hipóxico, las células producen 

factores de respuesta a hipoxia que estimulan a las células endoteliales de los vasos circundantes 

y éstas responden iniciando la angiogénesis, que en último lugar generará los vasos que van a 

irrigar la zona afectada. 

Esta respuesta a hipoxia viene mediada por HIF-1 (del inglés, Hypoxia-Inducible 

transcription Factor 1). En condiciones de normoxia, la subunidad HIF-1α está siendo 

continuamente ubiquitinada por el dominio ubiquitina ligasa del factor von Hippel-Lindau 

(pVHL) y, por consiguiente, está siendo degradada en el proteasoma. Ante una baja 

biodisponibilidad de O2, la subunidad α de HIF-1 se acumula y viaja al núcleo, donde actúa como 
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factor de transcripción regulando la expresión de los genes de respuesta a hipoxia. HIF-1α consta 

de un dominio ODD (del inglés, Oxygen-dependent Degradation Domain), que contiene dos 

residuos de prolina susceptibles de ser hidroxilados: Pro402 y Pro564. Esta hidroxilación es llevada 

a cabo por enzimas prolil hidroxilasas (PHD) o HIF prolil hidroxilasas (HPH), que necesitan O2 

como cofactor para la catálisis. Estos residuos hidroxilados permiten la unión y actuación del 

factor pVHL. Pero en condiciones de hipoxia, con una reducida biodisponibilidad de O2, las 

prolinas de HIF-1α no son hidroxiladas y, por tanto, HIF-1α no es ubiquitinado para su 

degradación (Lee et al, 2004a). De esta forma, HIF-1α se acumula y puede ser translocado al 

núcleo gracias a la unión a proteínas importinas (Depping et al, 2008). En el núcleo, HIF-1α se 

une con la subunidad nuclear HIF-1β y constituye el factor de transcripción activo (Figura 5).  

 

 

Figura 5. Mecanismo celular de respuesta a hipoxia 

Ubiquitinación y degradación de HIF-1α en normoxia. Activación y acumulación de HIF-1α en 
hipoxia. Activación de promotores con elemento HRE por HIF-1α. Adaptado de Ghosh et al, 2009 
y Ahluwalia & Tarnawski, 2012. 
 

 

2.2.2. Genes de respuesta a hipoxia 

El factor HIF-1 promueve el aumento de la expresión de genes de respuesta a hipoxia, 

portadores de la secuencia enhancer de promotor HRE (del inglés, Hypoxia Response Element). 

Uno de los genes portadores de esta secuencia es VEGF (Levy et al, 1995; Liu et al, 1995), pero 
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también lo son otros muy importantes en angiogénesis como ANGPT2 y ANGPT4 (Yamakawa 

et al, 2003), TGFB1 (Hung et al, 2013), o el gen de la proteína a estudio en este trabajo de tesis, 

endoglina (Sanchez-Elsner et al, 2002; Li et al, 2003; Fujita et al, 2010). 

Por tanto, HIF-1 forma parte del complejo de transcripción que regula la expresión de 

VEGF en respuesta a hipoxia, junto con STAT3, el co-activador CBP/p300 y el factor de co-

transcripción Ref-1/APE (Gray et al, 2005; Ghosh et al, 2009). De esta forma, ante una 

acumulación de HIF-1α, se induce la expresión y liberación de VEGF. Este efecto será tanto más 

intenso cuanto mayor sea la hipoxia, creándose así un gradiente de concentración de VEGF, que 

será más abundante en la zona más hipóxica (Ahluwalia & Tarnawski, 2012). 

 

 

2.3. Inicio de la angiogénesis: sprouting o gemación 

Como hemos señalado, las células endoteliales responden a la hipoxia gemando, es 

decir, formando un pequeño brote o yema (sprout) a partir de un capilar preexistente que 

crecerá en dirección al foco hipóxico o “penumbra isquémica”. Por ello, este proceso se conoce 

como sprouting o gemación. 

Durante el sprouting, las células endoteliales migran en dirección al foco de la hipoxia, 

proliferan y establecen conexiones adecuadas y estables entre ellas, formando finalmente un 

vaso funcional. Este vaso puede sufrir posteriores procesos de remodelado, de maduración 

mediante reclutamiento de células murales, de especificación de la identidad arterial o venosa, o 

incluso de desaparición (Eilken & Adams, 2010; Herbert & Stainier, 2011). 

El aumento de los niveles de VEGF que se genera en respuesta a hipoxia, es detectado 

por las células endoteliales gracias a su unión a VEGFR2. Esta unión desencadena un 

mecanismo molecular por el que las células endoteliales afectadas adquieren diferentes 

fenotipos, de una forma altamente coordinada. La unión de VEGF a su receptor en las células 

endoteliales, modula procesos altamente involucrados en la angiogénesis como son la 

migración, la proliferación o la unión a MEC de las células endoteliales (Adams & Alitalo, 2007; 

Chappell et al, 2011), además de regular su supervivencia y aumentar la permeabilidad del 

endotelio (Darland et al, 2003; Lee et al, 2007; Persson & Buschmann, 2011). Este aumento de la 

permeabilidad por disrupción de las uniones entre células endoteliales también se observa 

durante el proceso de sprouting que da comienzo a la angiogénesis. 
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2.3.1. Células tip y stalk: selección por inhibición lateral 

La unión de VEGF a su receptor de la superficie celular, conlleva la diferenciación de esa 

célula a “célula punta” o “célula tip”. La célula tip, con un fenotipo predominantemente 

migratorio, lidera la formación del sprout en dirección al foco hipóxico gracias a la adquisición 

de estructuras similares a filopodios que median el avance de la célula, guiada por el gradiente de 

VEGF. 

La diferenciación de una célula a tip desencadena un proceso de inhibición lateral por el 

que se impide que las células endoteliales contiguas a la célula tip se diferencien del mismo 

modo. En cambio, estas células adquieren fenotipo de “célula del tallo” o “célula stalk”, 

altamente proliferativa. Las células stalk se dividen y constituyen el nuevo vaso primitivo, 

siempre unidas al vaso parental y dirigidas por la célula tip (Adams & Alitalo, 2007; Chappell et al, 

2011). Este proceso está controlado por la señalización a través de la vía de Notch. Notch es una 

molécula clave en la regulación del destino y el fenotipo celular, regulando procesos de 

diferenciación en numerosos tejidos y organismos diferentes. Aunque se considera que VEGF 

activa a las células endoteliales, no todas responden de la misma manera. La unión de VEGF a 

VEGFR2, abundante en células susceptibles de convertirse en célula tip, conlleva un aumento de 

la expresión del ligando de Notch, Dll4 (del inglés, Delta-Like Ligand 4), que se unirá al receptor 

Notch de las células vecinas. La activación del receptor Notch en estas células induce el corte 

proteolítico de su dominio citosólico por acción de la enzima γ-secretasa. El fragmento 

intracelular de Notch actúa como factor de transcripción y reduce la expresión de VEGFR2 y 

Dll4, pasando estas células, vecinas de las tip, a ser menos susceptibles de transformarse también 

en tip, y haciéndolo preferentemente en stalk. Además, la activación de Notch en la célula stalk 

induce la expresión de VEGFR1, que impedirá la acción de VEGF a través de su receptor 2 y, así, la 

diferenciación de la célula a tip (Phng & Gerhardt, 2009; Eilken & Adams, 2010; Jakobsson et al, 

2010; Chappell et al, 2011; Blanco & Gerhardt, 2013). Asimismo, la activación de Notch induce la 

expresión de otro ligando de Notch, Jagged1 (Jag1), que no está presente en células tip. La unión 

de Jag1 a su receptor Notch en la célula tip no induce su corte proteolítico y evita la unión de Dll4, 

por lo que en esta célula no se activa la vía de Notch (Gerhardt et al, 2003; Geudens & Gerhardt, 

2011). 

Por tanto, las células que van a competir por la posición de célula tip expresan niveles 

elevados de VEGFR2 y también de Dll4, mientras que presentan niveles bajos de Notch, VEGFR1 

y su forma soluble, sFlt1 (Jakobsson et al, 2010). Además, también se caracterizan por una 

elevada expresión de otros marcadores como PDGF-B (del inglés, Platelet-Derived Growth 

Factor B), UNC5b (receptor de netrina) y VEGFR3 (o Flt-4 en pez cebra) (Gerhardt et al, 2003; 

Lu et al, 2004; Hellstrom et al, 2007; Larrivee et al, 2007; Siekmann & Lawson, 2007; Jakobsson 
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et al, 2010). PDGF-B juega un papel principal en el proceso de reclutamiento de células murales, 

esencial para la maduración vascular (Hellstrom et al, 1999). UNC5b es un receptor de netrina-1 

específico del endotelio. UNC5b-netrina-1 controlan la retracción de los filopodios durante el 

sprouting (Lu et al, 2004). VEGFR3 participa en linfangiogénesis (Koch et al, 2011). Por el 

contrario, las células stalk se caracterizan por niveles elevados de Notch1 activo (Hofmann & 

Iruela-Arispe, 2007a, 2007b), y por expresar preferentemente VEGFR1 y Jag1. La sobreexpresión 

de Jag1 aumenta la ramificación de los vasos y la proliferación de las células endoteliales, 

mientras que su delección lleva a una importante reducción en el número de células tip y 

filopodios por la inducción de la señalización vía Notch1 / Dll4 (Benedito et al, 2009). La 

supresión de la señalización a través de Notch mediante la inhibición de la enzima encargada de 

su liberación (γ-secretasa) o mediante la delección de un alelo del gen Dll4 en ratón, aumenta 

tanto el sprouting como la ramificación de los vasos formados, lo que resulta en un aumento de 

la perfusión de la red capilar como resultado de una excesiva diferenciación de las células a 

fenotipo tip (Hellstrom et al, 2007; Siekmann & Lawson, 2007).  

Por tanto, y resumiendo, VEGF induce la diferenciación de una célula endotelial a célula 

tip, lo cual lleva a la expresión en superficie de Dll4, que mediará la inhibición lateral entre la 

célula tip (emisora) y las células stalk (receptoras, portadoras del receptor Notch para Dll4), 

impidiendo que éstas adquieran el fenotipo tip (Phng & Gerhardt, 2009; Eilken & Adams, 2010; 

Jakobsson et al, 2010; Chappell et al, 2011; Blanco & Gerhardt, 2013) (Figura 6A).  

 

 

2.4. Crecimiento del sprout 

El crecimiento del sprout en dirección al estímulo angiogénico requiere la proliferación 

y migración de las células endoteliales. 

Las células tip son atraídas quimiotácticamente por el gradiente de citoquinas generado 

en la zona hipóxica, principalmente VEGF-A, que determina la dirección de migración. Por el 

contrario, las células stalk, que llevarán a cabo la formación del tubo, responden a las citoquinas 

proangiogénicas con una activa proliferación (Figura 6B). No se conoce bien si son las células tip 

quienes migran delante de las stalk, o si la proliferación de las células stalk, empuja a las células 

tip, contribuyendo así al crecimiento del sprout (Adams & Alitalo, 2007).  

Recientemente se ha visto que, en células endoteliales en cultivo, la exposición a hipoxia 

conlleva una reducción en la expresión de VEGFR2 y un aumento de la expresión de VEGFR1, lo 

que conlleva una reducida respuesta intracelular a VEGF, así como una menor respuesta 

migratoria a VEGF. Es decir: se comportan como células stalk (Ulyatt et al, 2011). 
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A. 

 

B. 

 

Figura 6. Selección de células tip y stalk durante el sprouting 

A. Mecanismo de inhibición lateral tip / stalk mediante la modulación de la expresión génica por 
la señalización de la vía de Notch. Adaptado de Blanco & Gerdhardt, 2012 y Larrivee et al, 2012. B. 
Respuesta de las células tip y stalk: las tip degradan la MEC y migran guiadas por el gradiente de 
VEGF, y las stalk les siguen y proliferan formando un vaso primitivo. 
 

 

2.4.1. La familia de FGF 

Los factores FGF (del inglés, Fibroblast Growth Factor), principalmente FGF1 y FGF2, 

son conocidos mitógenos en células endoteliales y CMLV, así como potentes estímulos 

proangiogénicos, tanto in vitro como in vivo. Los miembros de la familia de FGF, codificados por 

4 genes, FGF1-4, estimulan la dispersión de células endoteliales durante el sprouting, 

participando en el control de la proliferación, migración y morfogénesis de las células 

endoteliales, pero también son necesarios en bajos niveles para la maduración de los vasos 

sanguíneos, e incluso en la degradación de la MEC (Dell’Era et al, 2005; Presta et al, 2005; Turner 

& Grose, 2010). FGF-2 es uno de los principales estimuladores de la proliferación de las células 
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endoteliales (Margosio et al, 2003). Existen otras isoformas de FGF expresadas por células 

endoteliales y de músculo liso vascular, y a las que se les conoce algún papel durante la 

angiogénesis, como FGF3, 4, 5, 7, 8, 9 y 10 (Presta et al, 2005; Ronca et al, 2015). 

Los receptores de FGF(FGFR) son proteínas tirosina-kinasa y, al igual que sucedía con 

VEGF, la unión de FGF a sus receptores viene mediada por proteoglicanos heparán-sulfato. Las 

células endoteliales y las CMLV expresan un patrón muy parecido de receptores de FGF: 

expresan las isoformas IIIc – generadas por splicing alternativo – de los receptores FGFR1, 

FGFR2 y FGFR3. Las células endoteliales expresan además FGFR5 o FGFRL, que carece de 

dominio tirosina-kinasa. Recientemente se ha demostrado que la señalización a través de los 

receptores de FGF está implicada en la angiogénesis, el mantenimiento de la estabilidad del 

endotelio y la regeneración tras un daño tisular (De Smet et al, 2014). Además, la pérdida de la 

expresión endotelial de los genes Fgfr1 y Fgfr2 en ratón impide una correcta revascularización 

durante la cicatrización, aunque no tiene efectos en desarrollo y homeostasis fisiológica de la 

vasculatura, se cree que debido a la alta redundancia de la señalización de FGF (Yang et al, 2015). 

VEGF y FGF actúan sinérgica y coordinadamente para promover la neovascularización, 

ya que FGF2 induce la expresión de VEGF y sus receptores en células endoteliales y, por el 

contrario, VEGF induce la expresión de FGF2. Además, FGF2 requiere de la presencia de 

VEGFR1 para promover la organización de las células endoteliales (Saylor et al, 2012). También 

se ha observado un aumento de la expresión de FGF tras la inhibición de VEGF en tumores, 

quizá como mecanismo de compensación y evasión tumoral, por lo que se ha propuesto como 

agente fundamental en el desarrollo de resistencia a los fármacos que antagonizan VEGF en el 

tratamiento antitumoral (Lieu et al, 2011; De Smet et al, 2014). 

 

2.4.2. Degradación y síntesis de la MEC 

Para el crecimiento del sprout, es necesaria la degradación local de la membrana basal 

del vaso preexistente y de la MEC circundante. Esta degradación viene mediada por 

metaloproteasas (MMP), liberadas principalmente por la célula tip, y no sólo permite el avance 

del sprouting, sino que conlleva la liberación de factores solubles retenidos entre las proteínas de 

la matriz, que también contribuirán a modular la neovascularización (Eilken & Adams, 2010). 

Como ya hemos indicado, VEGF y FGF son capaces de unirse al heparán-sulfato de los 

proteoglicanos de la matriz. TGF-β y BMP9, ligandos de endoglina implicados en angiogénesis, 

también son almacenados anclados a la MEC. La forma latente de TGF-β (del inglés, 

Transforming Growth Factor β) producida por las células, es dirigida y retenida por la MEC, que 

actúa como reservorio de la citoquina, donde ésta es activada por corte proteolítico. 
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Concretamente, TGF-β interacciona con las proteínas de matriz fibrilinas (Isogai et al, 2003). Se 

sabe que las BMP (del inglés, Bone Morphogenetic Proteins), también miembros de la 

superfamilia de TGF-β, son capaces de interaccionar con el colágeno (Hynes, 2009). 

A su vez, los componentes de la MEC interaccionan con las células endoteliales y son 

capaces de modular la respuesta angiogénica. Tanto fibronectina, como laminina y diferentes 

isotipos de colágeno se unen a integrinas de la membrana de la célula endotelial y activan 

cascadas de señales intracelulares. La proteína laminina, componente esencial de la membrana 

basal, participa en la inducción de la señalización a través de Notch / Dll4, impidiendo una 

excesiva diferenciación de las células endoteliales a células tip (Bishop, 2015). Por tanto, las 

moléculas presentes en la MEC tienen un claro potencial angiogénico y modulan este proceso. 

Pero cuando estas moléculas son degradadas por acción de las MMP, y también del sistema 

activador del plasminógeno / plasmina, se liberan fragmentos proteicos que inhiben la 

angiogénesis. Estos fragmentos son péptidos que proceden de la proteólisis de colágeno IV, 

colágeno XVIII y perlecano, principalmente (Nave et al, 2014; Bishop, 2015). Además, las células 

stalk y los pericitos, al contrario que las tip, liberan inhibidores de proteasas, TIMP (del inglés, 

Tissue Inhibitors of MetalloProteinases), evitando la degradación de la MEC en su entorno 

(Bishop, 2015). 

A medida que el nuevo vaso se forma, se sintetiza una nueva membrana basal alrededor 

del tubo de células endoteliales. Esta MEC está compuesta de lamininas, colágeno tipo IV, 

entactina, nidógeno y proteoglicanos heparán-sulfato (colágeno tipo XVIII, agrina y perlecano) 

(Kalluri, 2003; Nave et al, 2014), y da estabilidad al nuevo vaso y modula su funcionalidad. 

 

 

2.5. Resolución de la angiogénesis: anastomosis y tubulogénesis 

La formación de sprouts hacia el estímulo angiogénico no termina siempre en la 

formación de un nuevo vaso. Muchos de ellos sufren una regresión o degeneran, al no encontrar 

otro sprout con el que fusionarse y establecer un vaso funcional capaz de asumir la circulación 

sanguínea. Cuando dos sprouts que provienen de zonas diferentes se encuentran en el foco 

hipóxico, sus células tip llevan a cabo la anastomosis o fusión de los sprouts (Figura 7A). Las 

células tip contactan entre ellas a través de sus filopodios y fusionan sus membranas apicales 

formando un pequeño lumen que posteriormente se fusionará con el lumen formado en el tubo 

de células stalk que constituye el nuevo capilar (Siekmann et al, 2013).  

Los mecanismos que regulan este proceso son bastante desconocidos a día de hoy, y lo 

poco que se sabe se ha estudiado en organismos como el pez cebra, donde la angiogénesis es 
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regulada de modo similar a la que tiene lugar en organismos superiores, pero se desconoce cómo 

funciona exactamente en mamíferos. Se cree que en su regulación participan VEGF y Notch 

(Song et al, 2012; Siekmann et al, 2013). 

A la vez que tiene lugar el crecimiento del sprout, se va formando la luz del futuro vaso. La 

morfogénesis del nuevo vaso ha de respetar en todo momento la estructura del tubo formado y 

permitir el flujo de sangre. Se cree que este proceso tiene lugar mediante la formación de 

vesículas de pinocitosis en las células stalk, que se fusionan formando vacuolas, que a su vez se 

fusionan con la membrana plasmática y forman la luz del vaso (Figura 7B). Estas vacuolas son 

visibles en las células endoteliales durante todo el sprouting. Este proceso ha sido poco 

estudiado, y se cree que en organismos superiores puede haber otros procesos implicados 

además de la vacuolización (Davis et al, 2002; Davis & Bayless, 2003; Kamei et al, 2006; Chappell 

et al, 2011). 

 

A. 

 

B. 

 

Figura 7. Anastomosis y tubulogénesis 

A. Esquema del proceso de anastomosis, en el que las células tip se encuentran, sus filopodios 
contactan y las membranas celulares se fusionan. Adaptado de Siekmann et al, 2013. B. Esquema 
del proceso de tubulogénesis mediante pinocitosis y vacuolización. Adaptado de Kamei et al, 
2006. 



Introducción  21 
 

2.6. Participación de células precursoras endoteliales en la angiogénesis 

Las células progenitoras endoteliales (EPC, del inglés, Endothelial Progenitor Cells) son 

células circulantes pluripotentes derivadas del hemangioblasto, del que también derivan los 

linajes de células sanguíneas linfoide y mieloide. Durante mucho tiempo se creyó que las EPC 

participaban solamente en los procesos de vasculogénesis durante el desarrollo embrionario. 

Pero hoy en día sabemos que también están involucradas en la vascularización en el adulto 

(Asahara et al, 1999; Li et al, 2006; Marcola & Rodrigues, 2015). Una pequeña población dentro de 

las células mononucleadas de la sangre ha sido identificada como precursores endoteliales 

tardíos, ECFC (del inglés, Endothelial Colonies Forming Cells), y han sido utilizadas in vitro para 

el estudio de su potencial angiogénico (Yoon et al, 2005; Fuchs et al, 2006; Medina et al, 2010; 

Martin-Ramirez et al, 2012). Además, también hay EPC residentes en los vasos, entre las capas de 

endotelio y cobertura mural de la pared vascular (Zengin et al, 2006; Adams & Alitalo, 2007). 

Las EPC pueden participar en el sprouting de forma directa, incorporándose a la nueva 

yema vascular en formación, lo que también se conoce como “vasculogénesis postnatal o del 

adulto”. Además, también pueden ser extravasadas y estimular el crecimiento del sprout 

mediante la producción de citoquinas proangiogénicas (Adams & Alitalo, 2007; Zhang & Xu, 

2014). Los niveles de EPC aumentan en circulación tras un daño vascular y en diversas patologías 

que cursan con una regeneración de la vasculatura, y su participación en la neovascularización se 

ha demostrado esencial en la recuperación tras el daño isquémico y el ictus (Gill et al, 2001; 

Yamaguchi et al, 2003; Lopez-Holgado et al, 2009; Jourde-Chiche et al, 2009; Foresta et al, 2011; 

Paczkowska et al, 2014; Ma et al, 2015). 

 

 

2.7. Maduración del vaso: recubrimiento mural 

La cobertura mural del nuevo vaso no sólo estabiliza el endotelio, sino que permite una 

regulación del flujo sanguíneo, lo que determina el éxito del vaso de nueva formación evitando 

su regresión, así como el papel que desempeñará y su identidad. 

La adhesión y envoltura de pericitos alrededor del endotelio de capilares maduros son 

clave en su estabilización y maduración. Son las propias células endoteliales quienes dirigen la 

diferenciación de precursores de células murales y su quimiotaxis desde el tejido adyacente. Así, 

el endotelio produce gradientes de la citoquina PDGF-B, potente quimioatrayente de pericitos, 

que expresan su receptor PDGFRβ (Hirschi et al, 1998). TGF-β también es una citoquina 

involucrada en la diferenciación de las células murales, el arresto del ciclo celular y la producción 

de MEC durante la maduración (Gaengel et al, 2009).  A su vez, los pericitos liberan el factor 
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estabilizador endotelial angiopoietina 1 (Angpt-1) y otras citoquinas, que regulan la proliferación, 

migración y supervivencia de las células endoteliales. Además, colaboran con el endotelio en el 

mantenimiento de la membrana basal (Darland et al, 2003; Logsdon et al, 2014). Este proceso 

tiene lugar de forma simultánea al proceso de sprouting. La posterior adquisición de una mayor 

cobertura con CMLV, en el caso de arteriolas, vénulas y grandes vasos, permitirá a los vasos 

regular flujos de sangre elevados. 

Ratones deficientes para genes clave en este proceso, como son los que codifican para 

Angpt-1, su receptor Tie-2, PDGF-B o PDGFRβ, presentan bien defectos en la formación del 

plexo vascular primario, o bien un fenotipo hemorrágico caracterizado por un reducido número 

de células murales. En ciertas patologías vasculares, como la retinopatía diabética, se ha descrito 

tanto la muerte de pericitos como alteraciones en la membrana basal de los vasos (Ribatti et al, 

2011). Además, una correcta cobertura mural es de vital importancia en la revascularización y 

recuperación del tejido tras ciertos daños como la isquemia (Chen et al, 2013). 

 

 

3. La superfamilia de TGF-β en la angiogénesis 

3.1. El Factor de Crecimiento Transformante β  

La superfamilia del Factor de Crecimiento Transformante β o TGF-β, comprende no 

sólo los TGF-β, sino también las BMP o las activinas, entre otras citoquinas. Controlan el 

desarrollo y la homeostasis del organismo, y están implicados en la regulación de la 

proliferación, diferenciación y apoptosis celular, procesos involucrados en la reparación tisular, 

en la angiogénesis y en la respuesta inmune, entre otros (Massague, 1998). 

En mamíferos existen tres isoformas de TGF-β, TGF-β 1, 2 y 3, siendo TGF-β1 la más 

abundante y a la que nos referiremos en general. TGF-β1 está implicado en numerosos procesos 

celulares y puede tener efectos biológicos muy variados dependiendo del contexto celular. Así, 

regula la proliferación celular, la apoptosis y procesos de desarrollo, diferenciación celular y 

migración. También puede inducir la síntesis de proteínas de la MEC, estimular la producción 

de inhibidores de proteasas previniendo la rotura enzimática de la MEC y modular la respuesta 

inmune (Shi & Massague, 2003; ten Dijke & Arthur, 2007). 

La subfamilia de las BMP se encuentra a su vez dividida en varios subgrupos, entre los 

que cabe destacar los de BMP2/4, BMP5/6/7 y BMP9/10. Se trata de un grupo de factores 

reguladores de procesos como la proliferación celular, la diferenciación y la apoptosis en 



Introducción  23 
 

diferentes tejidos. Estos factores tienen un importante papel en la vasculogénesis y la 

angiogénesis (Cai et al, 2012; Bai et al, 2014). 

 

 

3.2. El complejo de receptores de TGF-β 

Las citoquinas de la superfamilia de TGF-β transmiten sus señales al interior de la célula 

a través de receptores de membrana de tipo serina-treonina-kinasa, homo o heterodiméricos, 

que constituyen el complejo de receptores de TGF-β. Atendiendo a sus propiedades 

estructurales y funcionales, los receptores se han dividido en dos subfamilias, denominadas 

receptores de tipo I y de tipo II (Derynck & Zhang, 2003; Miyazawa et al, 2002). Además de la 

actividad serina-treonina-kinasa, los receptores de TGF-β tienen actividad tirosina-kinasa 

(Lawler et al, 1997).  

Los receptores de tipo I también se llaman ALK (del inglés, Activin receptor-Like 

Kinase). En la mayoría de tipos celulares, TGF-β señaliza a través del receptor ALK5, si bien ALK1 

es el receptor mayoritario en células endoteliales, en las que TGF-β señaliza tanto a través de 

ALK1 como de ALK5 (Goumans et al, 2003a). Además, algunos autores han involucrado a la 

señalización de TGF-β a través de ALK2 en el desarrollo cardiaco (Olivey et al, 2006). El 

reclutamiento de ALK1 al complejo de receptores es mediado por ALK5 (Goumans et al, 2003b), 

por lo que la señalización a través de ALK1 tendría lugar a través de heterodímeros ALK1 / ALK5. 

BMP9 señaliza en el endotelio preferentemente a través de ALK1 (David et al, 2007). El receptor 

de tipo II específico de TGF-β es TβRII, mientras que para BMP9, es BMPRII o BMPR2, aunque 

también puede unirse a ActRII o a heterodímeros BMPRII/ActRII (Derynck & Feng, 1997; Upton 

et al, 2009; Cai et al, 2012). 

Los receptores TβRII y BMPRII se encuentran siempre formando dímeros aun en 

ausencia de sus ligandos. Los receptores de tipo II diméricos se autofosforilan en varios residuos 

de serina y tirosina (Derynck & Feng, 1997). En el caso de TGF-β, sólo los receptores de tipo II 

son capaces de unir el ligando per se, tras lo cual reclutan al receptor de tipo I. Las BMP se pueden 

unir tanto a receptores de tipo II como de tipo I, por los que presentan más o menos afinidad 

dependiendo de la citoquina de que se trate (David et al, 2009). Los receptores de tipo II 

fosforilan a los receptores ALK en un dominio yuxtamembrana altamente conservado, 

denominado “dominio GS”. Esta fosforilación activa el dominio kinasa de los receptores de tipo 

I, mediador de la transducción de la señal del ligando al interior celular (Huang & Chen, 2012). 
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Existe un tercer tipo de receptores que forman parte del complejo de receptores de 

TGF-β, denominados genéricamente receptores de tipo III. Son betaglicano y endoglina, 

proteína en la que se centra este trabajo de tesis. Se tratan igualmente de glicoproteínas de 

membrana diméricas, que se pueden unir al complejo de receptores tras la unión del ligando. 

Los receptores de tipo III carecen de actividad enzimática, por lo que no son capaces de 

transducir ninguna señal al citoplasma, pero sí de modular la señal que el ligando transmita a 

través del complejo de receptores; por ello son considerados receptores auxiliares (Gougos & 

Letarte, 1990). Endoglina puede ser fosforilada en varios residuos tanto por TβRII como por 

ALK1 y ALK5, y de ello depende su función en la modulación de la señal de TGF-β (Guerrero-

Esteo et al, 2002; Koleva et al, 2006). Detallaremos la estructura y los sitios de fosforilación de 

endoglina más adelante. 

La deficiente función de alguno de los receptores de la superfamilia de TGF-β lleva al 

desarrollo de importantes alteraciones vasculares. Mutaciones en los genes de ALK1 y endoglina 

en humanos (ALK1 y ENG) son las causantes de las enfermedades vasculares HHT1 y HHT2, 

respectivamente (del inglés, Haemorragic Hereditary Telangectasia type 1 or 2), caracterizadas 

por anomalías vasculares como malformaciones arteriovenosas, edema pulmonar y hepático, y 

problemas cerebrovasculares (Sabbà et al, 2006). Ratones knock-out para los genes de Alk1, 

endoglina y TβRII mueren durante el desarrollo embrionario debido a alteraciones en la 

vascularización del saco vitelino y otros problemas del crecimiento (Oshima et al, 1996; 

Bourdeau et al, 1999; Oh et al, 2000). Los ratones heterocigotos para Alk1 o para endoglina son 

haploinsuficientes, ya que expresan niveles de estos receptores aproximadamente del 50% a 

nivel proteico, respectivamente (Jerkic et al, 2006b, 2006a; Ardelean et al, 2014a; González-

Núñez et al, 2015). Estos ratones desarrollan malformaciones arteriovenosas y otros defectos 

vasculares que recuerdan a aquellos presentes en la HHT (Bourdeau et al, 1999, 2000; Srinivasan 

et al, 2003). La eliminación postnatal de uno o los dos alelos de los genes de Alk1, endoglina o 

TβRII, conlleva el desarrollo de alteraciones en la vasculatura y/o deficiencias en la angiogénesis 

(Mahmoud et al, 2010; Allinson et al, 2012; Anderberg et al, 2013; Tual-Chalot et al, 2014). 

 

 

3.3. Señalización intracelular de TGF-β y BMP9 en las células endoteliales 

La activación del complejo de receptores de TGF-β por unión del ligando induce la 

cascada de señalización de las proteínas Smad (del inglés, Small protein Mothers Against 
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Decapentaplegic) que, una vez activadas forman un complejo que viaja al núcleo, donde actúa 

como factor de transcripción. 

Las proteínas R-Smad (del inglés, Receptor-regulated) se clasifican en dos grupos, en 

función del receptor de tipo I que las activa; así, ALK1 activa a Smad 1, 5 y 8, mientras que ALK5 

fosforila a Smad 2 y 3. La fosforilación de las proteínas R-Smad permite su oligomerización con 

Smad4 o Co-Smad (del inglés, Common partner), que no se une al complejo de receptores ni es 

activada por fosforilación, pero colabora con las isoformas R-Smad en su función reguladora de 

la transcripción. Existe un tercer tipo de proteínas Smad o I-Smad (del inglés, Inhibitor), que son 

Smad 6 y 7. Las proteínas I-Smad compiten con R-Smad por su unión a los receptores o a Smad4, 

y tienen por tanto una función inhibidora de la señalización a través de las R-Smad (Mahmoud et 

al, 2011). 

La teoría más aceptada acerca de la señalización de TGF-β1 en el endotelio defiende que 

esta citoquina puede ejercer efectos diversos en función de sus niveles y del contexto celular. Así, 

bajos niveles de TGF-β1 activan a los receptores ALK1 / ALK5 / TβRII, que señalizan a través de la 

vía de Smad1/5/8, relacionada con la transcripción de genes con promotores con secuencia rica 

en GC. Esta activación tiene un efecto proangiogénico, promoviendo la degradación de la 

matriz, así como la proliferación y migración de las células endoteliales. En cambio, niveles 

elevados de TGF-β1 activan la señalización a través de ALK5 / TβRII y la vía de Smad2/3, 

promoviendo la transcripción de genes con secuencia CAGA en su promotor, con funciones 

antiangiogénicas como la producción de membrana basal y la maduración y estabilización del 

nuevo vaso (Goumans et al, 2002; Miyazawa et al, 2002; Lebrin et al, 2005; Holderfield & 

Hughes, 2008; Pardali et al, 2010). La señalización a través de ALK1 / Smad1/5/8 tiene como gen 

reportero Id1 (del inglés, Inhibitor of DNA binding 1) que promueve la proliferación y la 

migración endotelial, e inhibe la producción de MEC. Por su parte, la activación de la vía de ALK5 

/ Smad2/3 induce la expresión de PAI-1 (del inglés, Plasminogen Activator Inhibitor 1) y PDGF-B, 

e inhibe la proliferación y migración celular además de promover la producción de MEC. 

Además, la activación de Smad1/5/8 regula negativamente la expresión de PAI-1 (Oh et al, 2000; 

Goumans et al, 2002, 2003a; Lebrin et al, 2005; Goumans et al, 2009; Pardali et al, 2010; 

Mahmoud et al, 2011) (Figura 12). Aunque está ampliamente aceptada, algunas investigaciones 

han puesto esta teoría en cuestión. Por ejemplo, se ha documentado un bloqueo de la migración 

de células endoteliales mediado por la señalización a  través de Smad1/5/8, al igual que la 

inhibición de la diferenciación a célula tip por acción de BMP9 a través de Smad1/5/8  (Tian et al, 

2012; Larrivee et al, 2012). 

Así, en la literatura se pueden encontrar efectos sobre la angiogénesis muy variados al 

tratamiento con TGF-β. Los ratones knock-out para cualquiera de las tres isoformas de TGF-β 
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mueren durante el desarrollo embrionario por defectos en el desarrollo de la vasculatura 

(Pardali et al, 2010). TGF-β1 induce la angiogénesis en varios modelos experimentales, tanto in 

vivo como in vitro (Ma et al, 2007; Evrard et al, 2012; Peshavariya et al, 2014). La inhibición de la 

señalización de TGF-β reduce la perfusión en la retina y altera la función de la barrera endotelial 

(Walshe et al, 2009). En los tumores, las células del microambiente tumoral liberan TGF-β y 

estimulan así la angiogénesis que permite el crecimiento del tumor, por lo que la neutralización 

de esta citoquina o el bloqueo de su señalización se han propuesto como estrategias para la 

terapia contra el cáncer (Saunier & Akhurst, 2006). Pero también son muchos los trabajos en los 

que se propone un papel antiangiogénico para TGF-β (Riedel et al, 2007; Geng et al, 2013). Como 

ya hemos comentado, el principal argumento para explicar estas diferencias se basa en las 

diferentes condiciones experimentales en cuanto a las concentraciones del ligando y los tipos 

celulares. 

Además de los TGF-β, las BMP son los otros miembros de la superfamilia que participan 

activamente en la angiogénesis. BMP2, 4, 6 y 7 inducen la liberación de VEGF, estimulan a las 

células endoteliales in vitro y también modulan la incorporación de CMLV durante la fase de 

maduración de la angiogénesis (Finkenzeller et al, 2012; Bai et al, 2014). Una de las BMP más 

estudiadas en angiogénesis es BMP9, si bien los resultados referentes a esta relación son 

contradictorios. Estudios iniciales propusieron un papel antiangiogénico para BMP9, pero 

posteriormente ha sido aceptado que este efecto se debe al tratamiento con dosis altas, mientras 

que dosis bajas de BMP9 han mostrado propiedades proangiogénicas (David et al, 2007; 

Scharpfenecker et al, 2007; David et al, 2008; Suzuki et al, 2010; van Meeteren et al, 2012). 

Se considera que BMP9 señaliza en la célula endotelial a través de la vía de ALK1 y las 

Smads 1, 5 y 8 (David et al, 2007; Cai et al, 2012) de forma dependiente de endoglina (Nolan-

Stevaux et al, 2012), si bien se ha descrito que BMP9 puede activar la vía de Smad2/3, aunque de 

manera dependiente de ALK1 (Upton et al, 2009). 

La dualidad observada tanto para TGF-β como para BMP9 en angiogénesis ha sido 

revisada recientemente por Jonker  (Jonker, 2014). 

Además de la vía canónica de señalización, se sabe que TGF-β puede activar otras vías 

como son las de las MAPK (del inglés, Mitogen Activated Protein Kinases) como ERK (del inglés, 

Extracellular-signal-Regulated Kinase), JNK (del inglés, Jun N-terminal Kinase) o p38 MAPK, así 

como la de PI3K (del inglés, PhosphoInositide-3-Kinase) / Akt (Derynck & Zhang, 2003; 

Moustakas & Heldin, 2005; Zhang, 2009). Todas estas rutas quizá sean las vías de señalización 

de TGF-β no mediadas por Smad mejor caracterizadas. Además de los efectos transcripcionales 

directos de la activación de estas vías, se sabe que su activación modula la señalización de las 
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proteínas Smad (Zhang, 2009). Esta señalización también es relevante en el estudio de la 

angiogénesis. La activación de las MAPK se ha relacionado con una mayor supervivencia celular, 

migración y capacidad de formar redes de células endoteliales, así como con la permeabilidad 

vascular (Goldberg et al, 2002; Birukova et al, 2005; Park et al, 2013). Por otro lado, la señalización 

a través de Akt en células endoteliales media la formación de estructuras similares a capilares in 

vitro y las protege frente a la apoptosis (Lee et al, 2012). 

Finalmente, además del papel directo de estas citoquinas en angiogénesis, cabe señalar 

la evidencia de una relación entre la señalización de TGF-β / BMP y la de VEGF, que muestran 

efectos sinérgicos o antagónicos en función de la citoquina en estudio, su concentración y el 

modelo utilizado (Holderfield & Hughes, 2008). Se ha descrito un efecto proangiogénico 

sinérgico de VEGF y BMP2 in vitro (Bai et al, 2014), así como un efecto similar al combinar VEGF 

con inhibidores de la señalización de TGF-β (Liu et al, 2009). Además, el tratamiento con TGF-

β1 induce el splicing alternativo del ARNm de VEGF para dar lugar a una isoforma 

antiangiogénica (Nowak et al, 2008). 

 

 

4. Endoglina (CD105) 

4.1. Expresión y distribución celular 

Endoglina es una proteína vascular que fue identificada a mediados de los años 80 del 

pasado siglo como un antígeno de membrana de las células endoteliales, al teñir diversos tejidos 

con el anticuerpo monoclonal 44G4 generado contra la línea celular pre-leucémica HOON y 

comprobar que éste era muy reactivo en el endotelio vascular; asimismo, el anticuerpo 44G4 

reconocía un componente de la membrana de células endoteliales aisladas de la vena del 

cordón umbilical (HUVEC, del inglés, Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Este antígeno 

fue identificado como una glicoproteína homodimérica (Gougos & Letarte, 1988a, 1988b). El 

ADNc de endoglina fue aislado y secuenciado en 1990, y de él se dedujo que endoglina es una 

proteína integral de membrana de tipo I que consta de 658 aminoácidos (Gougos & Letarte, 

1990). En 1993, en el “5th International Workshop on Human Leucocyte Differentiation Antigens 

(HLDA)” en Boston, se le asignó el grupo de diferenciación CD105 (CD, del inglés, Cluster of 

Differentiation), ya que aumenta su expresión en la diferenciación de monocito a macrófago 

(O’Connell et al, 1992). El gen de endoglina (ENG) está localizado en el cromosoma 9q34 de las 

células humanas (Fernandez-Ruiz et al, 1993), mientras que en ratones (Eng) se encuentra en el 

cromosoma 2 (Qureshi et al, 1995). 
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Endoglina se expresa predominantemente en el endotelio, donde su promotor muestra 

una elevada actividad y la proteína se expresa en altos niveles comparado con otros tipos 

celulares. Además, endoglina parece ser un mejor marcador de células endoteliales que otros 

anteriormente propuestos como VEGFR2, ciertas moléculas de adhesión (ICAM, PECAM o 

VCAM) o el factor de coagulación vonWillebrand (vWF) (Gougos & Letarte, 1988b; Graulich et 

al, 1999). De hecho, endoglina se expresa fundamentalmente en células endoteliales tanto de 

arterias como, especialmente, de venas y capilares (Mahmoud et al, 2009), y tanto en adultos 

como en la vasculatura embrionaria (Arthur et al, 2000). Por todo ello, es considerada como uno 

de los principales marcadores endoteliales. Además de en el endotelio, endoglina se expresa en 

menores niveles en CMLV y pericitos (Conley et al, 2000; Rivera & Brekken, 2011). También se 

ha descrito la expresión de endoglina en células de origen hematopoyético, como precursores 

de células B (Zhang et al, 1996), proeritroblastos (Buhring et al, 1991), macrófagos (Lastres et al, 

1992; O’Connell et al, 1992), y células estromales de la médula ósea (St-Jacques et al, 1994a; 

Rokhlin et al, 1995), así como en los sincitiotrofoblastos de la placenta durante el embarazo 

(Gougos et al, 1992; St-Jacques et al, 1994b), en fibroblastos (Gougos and Letarte, 1988), 

condrocitos del cartílago (Parker et al, 2003), células mesangiales de riñón (Rodriguez-Barbero 

et al, 2001; Diez-Marques et al, 2002) y en las células estrelladas del hígado (Meurer et al, 2005). 

Endoglina puede localizarse en caveolas (Toporsian et al, 2005). Se ha comprobado que 

caveolina-1 (Cav-1), la proteína mayoritaria de las caveolas, colocaliza con endoglina, e 

interacciona y coopera con la señalización de TGF-β en células endoteliales (Toporsian et al, 

2005; Santibanez et al, 2008). 

 

 

4.2. Estructura 

Endoglina es una glicoproteína de membrana homodimérica, de 180 kDa, formada por 

dos subunidades de 90 kDa cada una, unidas por dos puentes disulfuro (Figura 8). Su dominio 

extracelular se encuentra altamente glicosilado por oligosacáridos unidos a las cadenas 

peptídicas mediante enlaces N-Asn y O-Ser/Thr, que suponen aproximadamente el 20% del 

total del peso de la proteína. De los 658 aminoácidos que tiene endoglina, 561 corresponden a su 

dominio extracelular y 47 a la cola citoplasmática (Gougos & Letarte, 1990; Llorca et al, 2007). 

Existe una segunda isoforma de endoglina, S-endoglina, minoritaria y más corta, que consta de 

625 aminoácidos, puesto que carece de gran parte del dominio intracelular (Bellon et al, 1993). 

 

 



Introducción  29 
 

4.2.1. El dominio extracelular de endoglina 

El dominio extracelular consta de dos regiones diferenciadas: un dominio huérfano N-

terminal, sin homología con ninguna otra proteína conocida (salvo con betaglicano), y el 

dominio ZP (zona pelúcida), muy conservado entre las diferentes especies. Los primeros 25 

aminoácidos corresponden al péptido señal o secuencia líder, que dirige endoglina a la 

membrana citoplasmática, donde este fragmento es eliminado (Gougos & Letarte, 1990). El 

dominio huérfano es portador de la secuencia de unión de TGF-β y BMP9, en su papel de 

receptor auxiliar de estos receptores (López-Casillas et al, 1994; Llorca et al, 2007; Castonguay et 

al, 2011; Alt et al, 2012). El dominio ZP consta de 260 aminoácidos con, al menos, ocho residuos 

de cisteína conservados, y está implicado en las interacciones proteína-proteína (Jovine et al, 

2005). Participa en la oligomerización de endoglina y en su interacción con los receptores TβRII 

y ALK5 (Guerrero-Esteo et al, 2002). Además, consta del tripéptido RGD (arginina-glicina-

aspartato), comprendido entre los aminoácidos 374 y 376, implicado en adhesión celular 

(Gougos & Letarte, 1990; Cheifetz et al, 1992; Llorca et al, 2007). Este péptido se encuentra 

fundamentalmente en proteínas de la MEC, como fibronectina, vitronectina, colágeno tipo I y 

fibrinógeno, y es reconocido por integrinas de la superficie celular (Ruoslahti & Pierschbacher, 

1987). Poco se sabe acerca de las proteínas que pueden interaccionar con el dominio RGD de 

endoglina, pero recientemente se han publicado dos trabajos en los que se demuestra cómo 

endoglina favorece la transmigración leucocitaria a través de la barrera endotelial gracias a su 

unión a las integrinas de los leucocitos a través de este tripéptido RGD (Rossi et al, 2013a) y, lo 

que es más interesante para este trabajo, cómo esta unión favorece la adhesión de pericitos a 

células endoteliales gracias a la interacción de integrinas de pericitos con endoglina del endotelio 

(Rossi et al, 2015)(Figura 8).  

 

4.2.2. El dominio intracelular de endoglina 

Tras el dominio extracelular, endoglina posee una única región transmembrana y un 

corto dominio citoplasmático, que consta de 47 aminoácidos y se encuentra constitutivamente 

fosforilado en las células endoteliales (Lastres et al, 1994; Yamashita et al, 1994). En esta cola 

citosólica endoglina presenta numerosos residuos serina, treonina y tirosina susceptibles de ser 

fosforilados (Lastres et al, 1994; Koleva et al, 2006; Pan et al, 2014). Los tres últimos residuos C-

terminales constituyen una secuencia de unión a motivos PDZ tipo I de otras proteínas 

(Guerrero-Esteo et al, 2002). 
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Figura 8. Estructura molecular del dímero de endoglina 

Estructura proteica de L-endoglina, forma mayoritaria de la proteína, y de S-endoglina. 
Adaptado de Bellon et al., 2003 y ten Dijke et al., 2008.  
 

 

En el dominio intracelular de endoglina se localizan una serie de residuos clave en la 

fosforilación de la proteína. TβRII fosforila endoglina en los residuos Ser634 y Ser635. El receptor de 

tipo I ALK1 no fosforila serinas, sino que fosforila endoglina en Thr640 y Thr654. Para que ALK1 

pueda fosforilar endoglina en estos dos residuos, requiere que las serinas Ser634 y Ser635 hayan sido 

previamente fosforiladas por TβRII. ALK5, por su parte, fosforila endoglina en los residuos Ser646 

y Ser649. La falta de fosforilación de estas dos serinas por ALK5 también inhibe la fosforilación de 

endoglina por ALK1. (Lastres et al, 1994; Koleva et al, 2006; Ray et al, 2010a). Además de los 

miembros del complejo de receptores de TGF-β, otras proteínas con actividad kinasa pueden 

fosforilar endoglina en su dominio intracelular. Se sabe que el residuo Ser621 es fosforilable por 

proteína kinasa C (PKC) y las tirosinas Tyr612 y Tyr614 por la kinasa Src (nombre derivado de 

“sarcoma”). Endoglina se encuentra constitutivamente fosforilada, al menos por TβRII y PKC 

(Lastres et al, 1994; Pan et al, 2014) (Figura 9). 
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Figura 9. Dominio intracelular de las isoformas de endoglina de membrana 

Estructura proteica del dominio intracelular de L-endoglina y S-endoglina humanas, y sitios de 
fosforilación. Secuencia de aminoácidos de las isoformas larga y corta de endoglina, de humano 
y de ratón. Adaptado de Pérez-Gómez et al, 2005, Koleva et al, 2006 y Pan et al, 2014. 

 

 

La región PDZ parece ser importante en la regulación de la fosforilación de endoglina: la 

eliminación de este tripéptido favorece la fosforilación en serinas por TβRII, probablemente 

porque la unión de proteínas con dominio de unión a PDZ suponga impedimentos estéricos y su 

ausencia favorezca  la interacción de TβRII con endoglina y, así, su fosforilación (Koleva et al, 

2006). 

En el dominio intracelular de endoglina, además, se encuentran regiones clave 

implicadas en la unión y andamiaje de proteínas intracelulares, como zyxina, ZRP-1 (del inglés, 

Zyxin Related Protein 1), β-arrestina o GIPC. Estas interacciones modulan procesos celulares 

involucrados en angiogénesis , como la división o la migración celular (Conley et al, 2004; Sanz-

Rodriguez et al, 2004; Lee & Blobe, 2007; Lee et al, 2012). 
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4.2.3. Isoformas de endoglina 

El gen de endoglina consta de 15 exones, y el ARNm resultante de su transcripción puede 

sufrir splicing alternativo, dando lugar a dos isoformas diferentes de la proteína. 

La isoforma predominante es L-endoglina o endoglina larga, a la que corresponde la 

estructura proteica anteriormente descrita. Pero si durante la transcripción génica no se elimina 

el último intrón, localizado entre los exones 13 y 14, el ARNm maduro resultante da lugar a la 

traducción de una proteína más corta, S-endoglina (S, del inglés, small o short), que carece de 

gran parte del dominio intracelular. Esto es así porque este intrón introduce un codón de parada 

prematuro (Bellon et al, 1993; Perez-Gomez et al, 2005) (Figura 10). El factor de splicing serina-

arginina 1 (SRSF1, del inglés, Serine-Arginine Splicing Factor 1; o ASF1, del inglés, Alternative 

Splicing Factor 1; o Pre-mRNA Splicing Factor 2) es el responsable de este splicing alternativo 

que da lugar a la expresión de la isoforma S-endoglina. SRSF1 también está implicado en la 

selección del lugar de splicing en la generación de las formas proangiogénicas de VEGF, proceso 

que se ve inhibido por  TGF-β (Nowak et al, 2008; Blanco & Bernabeu, 2012). El splicing 

alternativo del ARNm de endoglina tiene lugar en el citoplasma e involucra al espliceosoma 

menor (Blanco & Bernabeu, 2011). 

 

 

Figura 10. Procesamiento alternativo del ARNm de endoglina 

Esquema del mecanismo de procesamiento postranscripcional del ARNm de endoglina, que da 
lugar a las dos isoformas de endoglina, L- y S-endoglina. Adaptado de Bellón et al, 1993. 
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S-endoglina humana consta de 625 aminoácidos, con una cola citoplasmática 33 

aminoácidos más corta que L-endoglina. De los 14 aminoácidos que conserva S-endoglina, sólo 

7 son comunes a la isoforma larga (del 612 al 618), puesto que los 7 aminoácidos terminales 

corresponden a la región del intrón que se traduce, hasta el codón de paro (del 619 al 625). Este 

dominio intracelular, por tanto, carece del tripéptido PDZ, así como de sitios clave de 

fosforilación como son la Ser621 y todos los residuos fosforilables por miembros del complejo de 

receptores de TGF-β (Ser634, Ser635, Thr640, Thr654, Ser646 y Ser649), pero conserva los sitios de 

fosforilación por Src (Figura 9). 

La secuencia del intrón que se retiene en la isoforma corta de endoglina, así como las 

regiones flanqueantes, están altamente conservadas entre especies si bien los niveles de 

homología más altos se dan en las regiones exónicas (Blanco & Bernabeu, 2011). 

S-endoglina se expresa significativamente en hígado y pulmón en ratón (Perez-Gomez 

et al, 2005), y su expresión aumenta durante la senescencia de las células endoteliales (Blanco et 

al, 2008) y en situaciones de estrés oxidativo y envejecimiento en macrófagos (Aristorena et al, 

2014). 

 

4.2.4. Endoglina en el ratón 

Las formas humanas y de ratón de endoglina sólo presentan una homología del 72% a 

nivel de proteína (St-Jacques et al, 1994a). La forma murina es una proteína 3 aminoácidos más 

corta en su dominio extracelular, pero con un dominio intracelular de la misma longitud que la 

proteína humana. Además, endoglina de ratón carece del tripéptido RGD en su región 

extracelular, pero en su lugar consta de la secuencia homóloga TDD, comprendida por los 

residuos 399-401 (Rossi et al, 2013a). Las principales diferencias entre las proteínas L-endoglina 

de ambas especies residen en el dominio extracelular, puesto que la región citosólica está 

altamente conservada: los dominios citosólicos sólo difieren en la serina Ser619 de la proteína 

humana, que en ratón es una glicina (Pan et al, 2014). Las isoformas S-endoglina de ratón y 

humana difieren algo más en el dominio intracelular que en el caso de la isoforma mayoritaria: la 

secuencia del intrón es diferente y el codón de paro está más alejado en el caso del gen murino, 

dando lugar a un dominio citosólico más largo, de 35 aminoácidos, siendo la región 

correspondiente al exón exactamente igual a la de S-endoglina humana (Figura 9). 

En 2011 se describió en rata la isoforma de endoglina correspondiente a la isoforma corta 

de ratón y humano, que se denominó S´-endoglina (Meurer et al, 2011). La variante de rata 

proviene también del splicing alternativo en el que se retiene una inserción intrónica que 
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codifica 49 aminoácidos adicionales. Así, en contraste con el ARNm humano y de ratón, el 

ARNm de Sʹ-endoglina de rata codifica para una proteína más larga que L-endoglina.  

 

 

4.3. Niveles de  endoglina y angiogénesis 

De manera interesante, la expresión de endoglina se ve incrementada en células 

endoteliales en zonas donde se está produciendo una angiogénesis activa, tanto tumorales 

como no tumorales (Burrows et al, 1995; Bodey et al, 1998; Miller et al, 1999; Anderberg et al, 2013; 

Kuiper et al, 2011), así como en respuesta al principal estímulo angiogénico, que es la hipoxia 

(Park et al, 2013; Barnett et al, 2014). Además, la expresión de endoglina también aumenta en 

zonas donde hay una lesión vascular (Conley et al, 2000; Ma et al, 2000; Botella et al, 2002; van 

Laake et al, 2006; Munoz et al, 2012), en el endotelio de la piel ante algunas patologías (Westphal 

et al, 1993; van de Kerkhof et al, 1998) y en determinadas enfermedades autoinmunes (Marazuela 

et al, 1995). Asimismo, se ha observado un aumento de la expresión del gen de endoglina en 

células endoteliales sometidas a un flujo laminar que imita el “shear stress”  fisiológico (Seghers 

et al, 2012). 

Además, endoglina se ha mostrado esencial para una correcta neovascularización, tanto 

en la clínica, como se observa en los pacientes de HHT1, como en la experimentación in vivo, ya 

que la expresión deficiente de endoglina en ratón lleva a numerosas alteraciones relacionadas 

con una angiogénesis defectuosa. Se ha documentado el retraso en la reperfusión post-

isquémica, relacionada con una reducida producción de VEGF por las células endoteliales de 

estos ratones, tanto en condiciones basales como tras el tratamiento con TGF-β (Jerkic et al, 

2006b; Seghers et al, 2012), una revascularización anómala en la recuperación tras infarto de 

miocardio (van Laake et al, 2006), así como un crecimiento tumoral reducido relacionado con 

una menor densidad capilar en el tumor (Duwel et al, 2007) y una reducida o nula angiogénesis 

en la retina en hipoxia (Park et al, 2013). 

 

 

4.4. Funciones celulares de endoglina que participan en la angiogénesis 

4.4.1. Papel de endoglina en la especificación arterial y venosa 

Como hemos indicado anteriormente, endoglina se expresa de forma abundante en el 

endotelio de los vasos sanguíneos, tanto de arterias como, preferentemente, de venas y capilares. 
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Esto lleva a pensar que pueda desempeñar un papel en la especificación arterio-venosa durante 

la vasculogénesis y la angiogénesis. 

La mutación deletérea del gen de endoglina causa la aparición de HHT1, como ya se ha 

señalado. Esta enfermedad cursa con malformaciones arteriovenosas. Una posible causa para la 

aparición de estas alteraciones es la pérdida de las identidades arterial y venosa. En ratones 

carentes de endoglina, las venas de la retina de crías con 7 días de vida, habitualmente sin 

cobertura de CMLV, son positivas para αSMA, marcador de estas células (Mahmoud et al, 2010). 

En ratones heterocigotos para el gen de endoglina, Eng+/-, el marcador arterial CD34 se expresa en 

las venas cardinales durante la vasculogénesis, sugiriendo un reclutamiento anómalo de 

precursores endoteliales durante el desarrollo vascular del embrión (Sorensen et al, 2003). 

Además, la delección de endoglina en embriones de ratón lleva a la expresión ectópica del 

marcador venoso COUPTFII en arterias (Mancini et al, 2009).  

 

4.4.2. Expresión de endoglina en respuesta a hipoxia 

El gen de endoglina contiene en su promotor secuencias HRE. Se trata de elementos de 

promotor reguladores, que unen HIF-1 y modulan la expresión génica en respuesta a hipoxia. 

Así, la expresión de endoglina aumenta en condiciones de hipoxia, tanto en células endoteliales 

humanas como en monocitos y células epiteliales (Sanchez-Elsner et al, 2002; Lopez-Novoa & 

Bernabeu, 2010). La expresión de endoglina en hipoxia también puede ser inducida por otras 

vías, como la activación de la señalización a través de MAPK (Zhu et al, 2003). Además, el gen de 

TGF-β también consta de secuencia HRE en su promotor (Sanchez-Elsner et al, 2002), y la 

expresión de algunas BMP, como BMP2 y BMP7, también es inducida en respuesta a hipoxia 

(Tseng et al, 2010; Luan et al, 2015). 

Además, el tratamiento con TGF-β incrementa la expresión de HIF-1α en condiciones 

tanto de normoxia como de hipoxia en células epiteliales (Basu et al, 2011) y BMP9 induce la 

expresión de HIF-1α  en progenitores mesenquimales (Hu et al, 2013). 

Endoglina parece un agente clave en la regulación de la respuesta angiogénica a hipoxia. 

Como ya hemos mencionado, recientemente se ha demostrado en los ratones Eng+/- una 

deficiente neovascularización de la retina en el modelo de OIR (del inglés, Oxygen Induced 

Retinopathy), en el que se somete a los ratones a condiciones de hipoxia artificiales, que en 

ratones wild type estimulan la angiogénesis (Park et al, 2013). Además, se sabe que endoglina 

puede actuar como agente protector frente a la apoptosis de las células endoteliales en respuesta 

a hipoxia y a TGF-β (Li et al, 2003). 
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4.4.3. Endoglina modula la liberación de factores proangiogénicos 

VEGF y NO (óxido nítrico) son dos de los principales factores proangiogénicos, y son 

principalmente producidos por las células endoteliales.  

Con respecto a la relación entre endoglina y VEGF, son numerosos los trabajos en los 

que se hace referencia a una regulación recíproca y una participación coordinada de ambas 

moléculas en la regulación de la angiogénesis. Se han descrito niveles plasmáticos elevados de 

VEGF y TGF-β en pacientes de HHT1, sin apreciarse diferencias en los niveles de estas 

citoquinas en los órganos de estos enfermos con respecto a controles sanos (Sadick et al, 2005). 

En cambio, como ya hemos mencionado anteriormente, niveles reducidos de VEGF han sido 

encontrados en células endoteliales aisladas de aorta de ratones Eng+/- (Jerkic et al, 2006b), 

mientras que células endoteliales aisladas de retinas de estos mismos ratones producen 

mayores niveles de VEGF (Park et al, 2013); el diferente origen celular, esto es, macrovasculatura 

o microvasculatura, podría explicar estas diferencias. No se han visto diferencias en los niveles 

de VEGF ni en plasma ni en diversos órganos de estos ratones. Además, el tratamiento de 

ratones Eng+/- con un anticuerpo neutralizante de VEGF recupera el balance pro / 

antiangiogénico, desplazado en estos ratones hacia una situación angiostática, pero sin afectar a 

los niveles de endoglina (Ardelean et al, 2014a). En el endotelio activo, donde los niveles de 

endoglina aumentan incluso en el caso de los ratones Eng+/-, aunque en menor medida que en 

los controles Eng+/+, el tratamiento anti-VEGF sí reduce los niveles de endoglina (Ardelean et al, 

2014b). Se cree que endoglina es necesaria para una correcta angiogénesis inducida por VEGF, 

aunque la deficiencia de endoglina no afecta a la señalización de VEGF (Liu et al, 2014b). Por otra 

parte, el tratamiento anti-VEGF del carcinoma pancreático induce un incremento no sólo de la 

expresión de HIF-1α, sino también de endoglina (Bockhorn et al, 2003). Se ha demostrado que 

BMP9 bloquea el sprouting inducido por VEGF ex vivo, a través de ALK1 / Smad1/5/8 

(Scharpfenecker et al, 2007). Esta vía de señalización es bloqueada por TRC105, anticuerpo que 

neutraliza endoglina (Liu et al, 2014a). La ausencia total de expresión de endoglina en células 

endoteliales embrionarias conlleva el bloqueo total de la expresión de VEGFR2 (Jerkic & Letarte, 

2015). Finalmente, como detallaremos más adelante, tanto VEGF como endoglina participan en 

el mantenimiento de la estabilidad del endotelio. 

En resumen, endoglina y VEGF son moléculas clave en la angiogénesis, y parece que un 

equilibrio en los niveles de ambas proteínas es esencial en la regulación de este proceso. Además, 

es evidente que hay una interconexión entre ambas moléculas. Sin embargo, los resultados hasta 

la fecha no son nada concluyentes y se hace necesario llevar a cabo más estudios. 

Hay numerosas evidencias de que el NO es un componente clave en la regulación de la 

función de VEGF en el endotelio. El NO media la proliferación inducida por VEGF en HUVEC, 
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así como la organización tridimensional de células endoteliales en cultivo. Además, la 

exposición de las células endoteliales a VEGF aumenta tanto la expresión de la enzima óxido 

nítrico sintasa endotelial (eNOS o NOS3), como la producción de NO. Inhibidores de la enzima 

eNOS reducen la angiogénesis inducida por VEGF (Papapetropoulos et al, 1997). Además, la 

producción de NO está directamente regulada por la presión parcial de oxígeno, que se ve 

reducida en condiciones de hipoxia. Por el contrario, el NO induce la degradación de HIF-1α, lo 

que reduciría la respuesta a hipoxia, quizá de forma compensatoria (Olson & van der Vliet, 2011). 

La producción de NO durante la angiogénesis ha sido relacionada con endoglina. En 

nuestro laboratorio demostramos cómo la haploinsuficiencia en endoglina reduce la expresión 

de eNOS (Jerkic et al, 2006b) y la producción de NO (Jerkic et al, 2004). Estos resultados han 

sido recientemente confirmados en células endoteliales aisladas de retinas de estos ratones 

(Park et al, 2013). Además, endoglina promueve la inducción de la expresión de eNOS por TGF-

β, vía ALK5 / Smad2, en modelos de células no endoteliales (Santibanez et al, 2007). En un 

estudio reciente se describe como las EPC de pacientes de HHT presentan niveles reducidos de 

eNOS (Zucco et al, 2014). Se ha descrito una localización subcelular tanto de endoglina como de 

eNOS en caveolas. Se sabe que endoglina es capaz de estabilizar eNOS y es necesaria para la 

unión de esta enzima a su cofactor Hsp90 (del inglés, Heat shock protein 90). Así, se ha descrito 

una eNOS “desacoplada”, incapaz de unir Hsp90 y, por tanto, no funcional en células Eng+/-, que 

lleva a un incremento en la producción de radicales libres y una reducida síntesis de NO 

(Toporsian et al, 2005). Dado que tanto eNOS, como Hsp90 y Cav-1 se localizan en la cara 

citosólica de la membrana plasmática (Figura 11), se puede deducir que la interacción de estas 

moléculas con endoglina tiene lugar a través del dominio intracelular de nuestra proteína de 

interés. Así, podemos hipotetizar que el papel de endoglina en la síntesis de NO se encuentre 

alterado o incluso anulado cuando sea la isoforma S-endoglina la que participe en el proceso. 

Como resumen de este apartado, podríamos sacar dos ideas en cuanto a la relación de 

endoglina con VEGF y NO. Por una parte, la hipoxia directamente regula los niveles de estas tres 

moléculas proangiogénicas, lo que abre la posibilidad de una interconexión entre ellas. Por otro 

lado, endoglina parece modular dos de las principales vías de acción de VEGF, como son la 

producción de NO y la activación de ERK. 

 

4.4.4. Endoglina en relación con los precursores endoteliales 

Tradicionalmente se ha considerado que endoglina es expresada por células 

endoteliales maduras (Zengin et al, 2006; Pelosi et al, 2012), pero se ha demostrado que las EPC 
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pueden expresar endoglina cuando se estimula su diferenciación a células endoteliales con 

VEGF (Bagley et al, 2005). 

Como ya hemos comentado, la deficiencia en endoglina conlleva un deficiente 

“homing” de las EPC en ratones Eng+/- (Sorensen et al, 2003). Las EPC tardías también son 

conocidas como ECFC o BOEC (del inglés, Blood Outgrowth Endothelial Cells); pueden ser 

estudiadas en cultivo y además muestran propiedades angiogénicas. La caracterización de 

BOEC procedentes de pacientes de HHT1 reveló una morfología alterada caracterizada por un 

citoesqueleto de actina desorganizado, además de una reducida capacidad para formar 

estructuras similares a capilares in vitro y reducidas adhesión, proliferación y migración 

(Fernandez et al, 2005). El estudio del perfil genético de estas células mostró la reducción en la 

expresión de genes involucrados en la angiogénesis, la adhesión celular, la regulación de la 

migración y el citoesqueleto, y del ciclo celular y la supervivencia, como los que codifican para 

eNOS, VE-cadherina 2, PECAM1 (del inglés, Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1), 

Angpt2 o ciclina B2 (Fernandez et al, 2007). Más recientemente se ha demostrado una reducida 

capacidad de estas células para diferenciarse a células endoteliales, así como una reducida 

movilidad hacia potentes estímulos angiogénicos como VEGF (Zucco et al, 2014). 

  

4.4.5. Endoglina modula la integridad de la barrera endotelial 

VEGF es un potente inductor de la permeabilidad vascular (Weis & Cheresh, 2005; 

Persson & Buschmann, 2011). De forma interesante, se ha descrito la alteración de la barrera 

endotelial en tumores de ratones Eng+/-, relacionada con una mayor incidencia de metástasis 

(Anderberg et al, 2013). El aumento de la permeabilidad en el endotelio de estos ratones también 

se ha descrito en relación con elevados niveles de VEGF en colon, principalmente tras una 

inducción crónica de un proceso inflamatorio (Jerkic et al, 2010). Un aumento en la 

permeabilidad también se ha observado en el estudio in vitro de monocapas de células 

endoteliales Eng-/- y Eng+/-, en comparación con células control (Jerkic & Letarte, 2015). 

La expresión de VE-cadherina (VE, del inglés, Vascular Endothelial) es característica de 

células endoteliales en estado quiescente, cuando se establecen uniones adherentes estables 

entre ellas. VE-cadherina no sólo tiene un papel estructural de establecimiento de uniones 

homotípicas entre células endoteliales, sino que también inhibe la señalización de VEGF a través 

de VEGFR2 y, por tanto, su señalización (Lampugnani et al, 2006). VEGF, por contra, induce la 

internalización de VE-cadherina y la ruptura de la unión intercelular que establecía (Gavard & 

Gutkind, 2006). 
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La alteración de la permeabilidad descrita en los ratones Eng+/- se ha relacionado con una 

alteración en los niveles de VE-cadherina y la activación constitutiva de RhoA, que normalmente 

es inducida por VEGF y TGF-β y lleva a la desestabilización del endotelio (Jerkic & Letarte, 2015). 

Además, ante la haploinsuficiencia de endoglina, las uniones celulares disminuyen mediante la 

reducción de la expresión de VE-cadherina, β-catenina, PECAM y ZO-1 (Park et al, 2013). Se sabe 

que VE-cadherina interacciona con TβRII, ALK1, ALK5 y endoglina, y que favorece el ensamblaje 

del complejo de receptores de TGF-β, modulando la transducción de la señal y activación de las 

proteínas Smad. Además, las células knock-out para VE-cadherina presentan un bloqueo de la 

inhibición de la proliferación por TGF-β (Rudini et al, 2008). La relación entre endoglina y VE-

cadherina puede estar mediada por zyxina, proteína del citoesqueleto con la que endoglina 

interacciona que se encuentra unida al complejo cadherina / catenina / actinina (Lee et al, 

2004b) (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Localización de endoglina en caveolas y relación con eNOS y VE-cadherina 

Posible relación entre endoglina y VE-cadherina a través de zyxina y proteínas de anclaje al 
citoesqueleto. Posible relación entre endoglina y eNOS. Adaptado de http://sabiosciencies.com. 
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4.4.6. Endoglina interacciona con proteínas de citoesqueleto y las adhesiones focales durante 

la migración celular  

Endoglina se localiza en las adhesiones focales durante la migración (Liu et al, 2002). 

Esto se debe, al menos en parte, a su capacidad para unirse a zyxina (Figura 11), proteína que se 

concentra en las adhesiones focales y a lo largo del citoesqueleto de actina (Conley et al, 2004). 

Además, endoglina promueve cambios en la localización de ZRP-1, que pasa de estar en las 

adhesiones focales a las estructuras fibrilares de actina, lo que supone cambios en la disposición 

del citoesqueleto (Sanz-Rodriguez et al, 2004). Así, una expresión de endoglina reducida o 

incrementada, puede conllevar cambios en la morfología y, por tanto, en la motilidad celular. 

BOEC aisladas de pacientes de HHT1 mostraron una morfología alterada, un 

citoesqueleto desorganizado y una capacidad migratoria disminuida (Fernandez et al, 2005, 

2007), así como una menor motilidad hacia quimioatrayentes como VEGF (Zucco et al, 2014). 

La neutralización de endoglina con el anticuerpo monoclonal específico TRC105, reduce la 

migración de HUVEC y la formación de estructuras similares a capilares in vitro, probablemente 

mediante la inhibición de la señalización de BMP9 a través de Smad1/5/8 (Liu et al, 2014a). Por el 

contrario, la sobreexpresión de endoglina en diferentes tipos celulares no endoteliales produjo 

una disminución de los índices de migración (Liu et al, 2002; Conley et al, 2004). Además, se 

observó una mayor capacidad de migración en células endoteliales embrionarias aisladas de 

ratones knock-out de endoglina, en las que la recuperación de la expresión de endoglina 

normalizaba esta diferencia. Estos autores implicaron en el proceso la fosforilación de la Ser646 de 

endoglina por ALK5 (Ray et al, 2010a). 

Debido a la localización intracelular tanto de zyxina como de ZRP-1, y considerando el 

posible papel sobre el citoesqueleto, el dominio intracelular de endoglina emerge de nuevo 

como un modulador clave, en este caso de la organización del citoesqueleto y la migración 

celular. 

 

4.4.7. Endoglina regula la señalización de TGF-β y BMP9 en el endotelio 

La fosforilación de endoglina regula la señalización de TGF-β1 y BMP9 a través de las vías 

de las proteínas Smad. Endoglina es necesaria para la inducción por TGF-β y BMP9 de la 

señalización a través de la vía de Smad1/5/8 en células endoteliales embrionarias in vitro. La 

fosforilación de endoglina por ALK5 en su residuo Ser646 es esencial en el caso de la activación 

por TGF-β, y tanto la Ser646 como Ser649 han de ser fosforiladas para la inducción por BMP9 (Ray 

et al, 2010a). 
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Así, se ha propuesto que endoglina colabora con ALK1 en la señalización proangiogénica 

de estas citoquinas, promoviendo las fases activas de la angiogénesis a través de la activación de 

Smad1/5/8 (Goumans et al, 2002, 2003a; van Meeteren et al, 2012; Nolan-Stevaux et al, 2012) 

(Figura 12). Pero la deficiencia de endoglina en el endotelio no sólo inhibe la activación de 

Smad1/5/8 sino también de Smad2/3. Se cree que esto se debe a una reducción en la expresión de 

TβRII (Park et al, 2013). El papel de endoglina en la modulación de la señalización de los 

miembros de la superfamilia de TGF-β través de la vía de ALK1 / Smad1/5/8 ha sido 

recientemente revisado (González-Núñez et al, 2013; Jonker, 2014). 

 

 

Figura 12. Papel de endoglina en la señalización de TGF-β1 y BMP9 en el endotelio 

Endoglina favorece la señalización de TGF-β1 y BMP9 a través de ALK1 / Smad1/5/8. Adaptado de 
ten Dijke et al, 2008. 
 

 

Hasta la fecha, la mayoría de los estudios de señalización se han llevado a cabo 

atendiendo únicamente a la isoforma mayoritaria, L-endoglina. A la vista de los pocos resultados 

que se conocen acerca de la isoforma S-endoglina, se cree que ambas isoformas modulan de 

forma diferencial la señalización a través de las vías de ALK1 y ALK5, puesto que en dos modelos 

celulares diferentes se ha demostrado que la sobreexpresión de S-endoglina favorece la 
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señalización a través de ALK5 / Smad2/3, mientras que L-endoglina promueve la señalización a 

través de ALK1 / Smad1/5/8, como se ha demostrado en otros numerosos trabajos (Blanco et al, 

2008; Velasco et al, 2008). Este hecho puede contribuir a explicar el efecto dual de estas 

citoquinas en función de sus niveles. 

En lo referente a la señalización no canónica de TGF-β, en nuestro laboratorio hemos 

demostrado que endoglina tiene un papel inhibidor de la señalización tanto de ERK y p38 

(resultados no publicados) como de Akt (Pericacho et al, 2013). Según nuestros datos 

preliminares, la isoforma corta de endoglina parece mostrar el efecto opuesto, induciendo la 

señalización a través de MAPK. Se ha relacionado la falta de endoglina con una mayor activación 

de las vías de ERK, JNK y p38 en células endoteliales, y con propiedades angiogénicas alteradas 

(Park et al, 2013). Además, la inducción de ERK mediada por endoglina depende de la 

interacción del dominio citosólico de endoglina con β–arrestina (Lee & Blobe, 2007; Valluru et 

al, 2011). Cabe señalar además que la cascada de ERK es la principal vía de señalización de VEGF 

en la célula endotelial (Eichmann & Simons, 2012). Respecto a BMP9, se sabe que activa PI3K de 

forma dependiente de endoglina (Lee et al, 2012). 

 

4.4.8. Endoglina puede participar en el reclutamiento de células murales 

Endoglina se expresa en niveles elevados en las células endoteliales durante los procesos 

de neovascularización, al mismo tiempo que tiene lugar el reclutamiento de las células murales a 

los vasos (Lopez-Novoa & Bernabeu, 2010). Numerosas evidencias apuntan a un posible papel 

de endoglina en el reclutamiento de células murales por el tubo de células endoteliales. En 

primer lugar, los ratones Eng-/- mueren en el día 11,5 de gestación debido a un desarrollo vascular 

defectuoso y a una deficiente diferenciación de las CMLV y asociación a las células endoteliales, 

aunque los procesos de vasculogénesis no se ven afectados (Bourdeau et al, 1999; Li et al, 1999; 

Arthur et al, 2000). Los niveles de αSMA (del inglés, Smooth Muscle Actin) son mucho más 

bajos en los sacos vitelinos de estos ratones, en los que se observan vasos frágiles y dilatados (Li 

et al, 1999; Carvalho et al, 2004). La imposibilidad del endotelio para llevar a cabo el remodelado 

vascular en los ratones Eng-/-, junto con el subsiguiente desarrollo defectuoso de las CMLV, 

sugiere que las CMLV tienen un papel importante en la regulación de la organización vascular, 

implicada en la patogénesis de la HHT1. Este dato es consistente con el hecho de que los 

pacientes de HHT1 sufran epistaxis recurrentes y hemorragias internas debido a la presencia de 

vasos inmaduros (Orlova et al, 2011). Se ha demostrado que la expresión de PDGF-B es 

directamente inducida por el principal ligando de endoglina, TGF-β, en determinados tipos 
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celulares, aunque se desconoce el papel de endoglina al respecto (Wang & Hirschberg, 2000; 

Bruna et al, 2007; Ikushima et al, 2008). 

Las integrinas son proteínas que juegan un importante papel durante la angiogénesis, el 

remodelado vascular y la maduración (Silva et al, 2008). Así, en el vaso en crecimiento, la 

membrana basal sufre degradación y es reemplazada por una matriz rica en fibronectina, que 

induce la expresión de integrinas en la membrana de las células murales, principalmente las 

isoformas α5β1 y αvβ3, ambas receptores de fibronectina. Ambas integrinas participan en la 

proliferación de células endoteliales y pericitos, y durante el sprouting (Cai et al, 2009; Liu et al, 

2009; Li et al, 2012). 

Endoglina, en el humano, presenta en su dominio extracelular el motivo prototipo RGD, 

implicado en interacciones proteína-proteína con integrinas. En ratón, se ha descrito un motivo 

equivalente, TDD, también con capacidad para unirse a integrinas (Lum et al, 1998; Rossi et al, 

2013a). De hecho, ya se ha puesto de manifiesto la existencia de una interacción funcional entre 

endoglina y las subunidades de integrinas β1 (Gougos et al, 1992; Conley et al, 2004; Muenzner et 

al, 2010; Tian et al, 2012). Recientemente se ha propuesto a endoglina como un ligando de las 

integrinas de los leucocitos (Rossi et al, 2013a, 2014). Además, se sabe que las CMLV expresan 

integrinas β1 (Abraham et al, 2008). Estas evidencias sugieren la posibilidad de que  endoglina en 

las células endoteliales interaccione con integrinas de las células murales, favoreciendo la 

maduración vascular, hipótesis que muy recientemente se ha demostrado (Rossi et al, 2015). 

Una isoforma de integrina candidata a interaccionar con endoglina durante la 

angiogénesis es α5β1. Se trata de una integrina proangiogénica, necesaria para una correcta 

angiogénesis inducida por hipoxia (Li et al, 2012), y cuya expresión aumenta durante los 

procesos de vasculogénesis y angiogénesis (Milner & Campbell, 2002; Boroujerdi et al, 2012). 

Integrina α5β1 es expresada por las CMLV y reconoce específicamente el motivo RGD de 

proteínas de la MEC durante la regulación del reclutamiento y adhesión de estas células a los 

vasos sanguíneos (Abraham et al, 2008). Se ha demostrado mediante co-inmunoprecipitación 

que endoglina se une a la subunidad α5 pero de forma independiente al dominio RGD (Tian et al, 

2012). Además, estos mismos autores muestran cómo la formación de complejos ligando / 

receptor entre fibronectina y la subunidad β1 promueven la unión de endoglina a ALK1 y la 

señalización de TGF-β1 a través la vía de Smad1/5/8. TGF-β1, por su parte, activa la señalización a 

través de integrinas α5β1 de forma endoglina-dependiente. 

Por otra parte, endoglina también es expresada por las células murales, aunque es muy 

poco lo que se sabe acerca de su papel en estos tipos celulares. Un reciente e interesante artículo, 
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demostró cómo la deficiencia en la proteína SPARC (del inglés, Secreted Protein Acidic and Rich 

in Cysteine) en pericitos, promueve la señalización de TGF-β, que se encontraría en su estado 

latente anclado a la MEC y unido a integrinas αv, a través de ALK5 / Smad2, de forma endoglina 

dependiente. Esta activación inhibe la migración y reclutamiento de pericitos al vaso, por lo que 

endoglina también parece estar implicada en la regulación de este proceso llevada a cabo desde 

la propia célula mural (Rivera & Brekken, 2011). En relación con la señalización de TGF-β, la 

inhibición de ALK5 de forma simultánea al estímulo con VEGF, o VEGF y FGF en HUVEC, 

induce la expresión de las subunidades de integrinas α5 y β3, entre otros genes proangiogénicos 

(Liu et al, 2009). Este dato abre la puerta a una posible implicación de endoglina, en cuanto a la 

regulación que hace de la señalización a través de ALK1 o ALK5, si bien no se tiene ningún indicio 

sobre lo que pueda suceder en células murales. Por el contrario, se ha demostrado en una línea 

celular promonocítica, que endoglina inhibe la expresión de las integrinas α1, β2, αM y αL. Sin 

embargo, un efecto similar se ha observado para la isoforma corta de endoglina, y se observó 

además que ambas isoformas bloquean la adhesión celular mediada por integrinas de estas 

células al endotelio (Blanco et al, 2015). Los MAB (“mesoangioblastos”) son células 

pluripotentes asociadas a los vasos, que expresan marcadores de pericitos y que mejoran la 

regeneración del músculo esquelético. Recientemente se ha demostrado que la vía de Smad1/5/8 

está implicada en la diferenciación miogénica de estos precursores, si bien aún no se sabe si 

endoglina está implicada en este proceso (Costamagna et al, 2015). 

Aunque hay muchas evidencias que apuntan a que la deficiencia de endoglina puede 

llevar a una cobertura mural deficiente, los únicos datos experimentales de que se dispone a día 

de hoy indican que las retinas de los ratones Eng+/- no presentan diferencias con los wild type ni 

en el marcaje de pericitos ni en el de CMLV (Lebrin et al, 2010), pero sí en su permeabilidad 

(Rossi et al, 2015). Se hace necesario estudiar este hecho en más profundidad para poder 

demostrar el posible papel de endoglina endotelial en la maduración vascular. 

 

 

4.5. Función diferencial de las isoformas de endoglina en la angiogénesis 

Apenas se conoce el papel que desempeña S-endoglina in vivo. Estudios en ratón 

sugieren que puede comportarse como una molécula antiangiogénica, contrariamente a la 

función proangiogénica que se le atribuye a la isoforma mayoritaria. Ratones que sobreexpresan 

S-endoglina presentan un retraso en el crecimiento tumoral, similar a aquel observado en 

ratones deficientes de endoglina (Quintanilla et al, 2003; Perez-Gomez et al, 2005; Duwel et al, 

2007). También se le ha atribuido un papel en senescencia (Blanco et al, 2008), y se ha sugerido 
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que el ratio L-endoglina / S-endoglina puede verse reducido con el envejecimiento, si bien esto 

aún no se ha podido demostrar.  

Se han descrito diferentes respuestas celulares a la sobreexpresión de L-endoglina o de 

S-endoglina, sugiriendo un papel esencial del dominio intracelular de la proteína en la 

modulación de numerosos procesos. Así, en un modelo celular de mioblastos de rata, la 

sobreexpresión de L-endoglina promueve la activación de la vía de Smad1/5/8, inhibe la vía de 

Smad2/3 y estimula la proliferación celular. Por el contrario, la sobreexpresión de S-endoglina 

induce la señalización a través de Smad2/3 y la producción de componentes de la MEC (Velasco 

et al, 2008). 

Una posible hipótesis es que, al carecer de la mayor parte del dominio intracelular, S-

endoglina esté actuando como un dominante negativo del efecto de L-endoglina, al formar 

heterodímeros con ésta o incluso competir con ella por la unión al complejo de receptores de 

TGF-β, y ser incapaz de ejercer el efecto de la isoforma mayoritaria. A diferencia de lo que sucede 

con TGF-β, endoglina puede unir BMP9 por sí misma (Alt et al, 2012), por lo que en este caso, S-

endoglina podría estar secuestrando, no sólo al complejo de receptores, sino la propia citoquina 

del medio extracelular. De esta forma, S-endoglina ejercería el mismo papel que L-endoglina en 

aquellos procesos mediados exclusivamente por el dominio extracelular, pero antagonizaría el 

efecto de la isoforma principal cuando es el dominio intracelular quien modula el proceso en 

cuestión.  

 

 

 





 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

❝Si te empeñas, tú mismo puedes ser tan peligroso 
como cualquiera que se cruce en tu camino. O más.❞ 

Las Aventuras del Capitán Alatriste, Arturo Pérez-Reverte
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Como se ha puesto de manifiesto en el apartado “Introducción”, endoglina es una 

molécula clave en la angiogénesis. Los estudios al respecto se han llevado a cabo 

preferentemente en modelos de inhibición, insuficiencia o abolición de la proteína endoglina, y 

han demostrado que se trata de una proteína imprescindible para la correcta vasculogénesis y 

angiogénesis. Se ha descrito que los niveles de endoglina en el endotelio cambian durante la 

angiogénesis y que esto es fundamental para que la formación de novo de vasos sanguíneos 

tenga lugar correctamente. Sin embargo, apenas se ha estudiado el efecto del aumento de los 

niveles de endoglina en cada uno de los procesos específicos de la formación de vasos 

sanguíneos y en la fisiología de la célula endotelial. Además, pese a que se conoce una segunda 

isoforma de endoglina de membrana presente en condiciones fisiológicas de forma muy 

minoritaria, y que carece de buena parte del dominio intracelular, son muy pocos los estudios 

que hablan de esta isoforma ni de su efecto en comparación con el de la isoforma mayoritaria. 

 

 

Por tanto, para conocer mejor el papel de las isoformas de endoglina en la regulación de 

los procesos involucrados en la  angiogénesis, nos planteamos los siguientes OBJETIVOS: 

 

 

1. Analizar el efecto de la sobreexpresión de endoglina sobre los procesos de 

vascularización in vivo. 

a. Evaluar el efecto de la sobreexpresión de L-endoglina en la reperfusión 

post-isquémica. 

b. Estudiar el efecto de la sobreexpresión de L-endoglina en modelos de 

angiogénesis in vivo. 

c. Analizar si el dominio intracelular media la respuesta que observemos de L-

endoglina utilizando un modelo de sobreexpresión de S-endoglina. 

 

 

2. Estudiar el efecto de la sobreexpresión de endoglina en el proceso de sprouting, 

tanto in vivo como ex vivo, así como la implicación del dominio intracelular. 
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3. Investigar el efecto de la sobreexpresión de endoglina en la fisiología de procesos de 

la célula endotelial involucrados en la angiogénesis: 

a. Estudiar el efecto de la sobreexpresión de endoglina sobre la proliferación y 

la migración endotelial. 

b. Estudiar el efecto de la sobreexpresión de endoglina sobre la organización 

de las células endoteliales en estructuras similares a capilares en cultivo. 

c. Analizar si el dominio intracelular media la respuesta que observemos de L-

endoglina, utilizando un modelo de sobreexpresión de S-endoglina. 

 

 

4. Estudiar el efecto de la sobreexpresión de endoglina sobre el reclutamiento de 

células murales y la maduración del vaso. 

 

 

 



 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

❝Golpe a golpe. Verso a verso.❞ 

Joan Manuel Serrat

Materiales  
y métodos 

 





Materiales y métodos  57 
 

 

1. Materiales 

Todos los reactivos, anticuerpos, materiales y aparatos empleados para la realización de 

este trabajo, así como las casas comerciales, están recogidos en las Tablas 10, 11, 12 y 13, que se 

encuentran al final de este apartado de “Materiales y métodos”. 

 

 

2. Ratones que sobreexpresan endoglina larga (L-ENG+) y corta (S-ENG+) 

Los animales de experimentación utilizados en este trabajo son ratones transgénicos de 

fondo genético C57BL/6J que sobreexpresan de forma ubicua las proteínas humanas L-

endoglina (L-ENG+) o S-endoglina (S-ENG+). 

Estos ratones se generaron mediante la microinyección de los respectivos vectores 

pCAGGS en un pronúcleo fecundado de CBA x C57BL/6J. Estos vectores fueron construidos en 

el laboratorio del Dr. Carmelo Bernabéu (Centro de Investigaciones Biológicas, CSIC, Madrid). 

El vector era portador de la secuencia de ADNc de endoglina, esto es, en el caso de los ratones L-

ENG+, la secuencia de exones del gen de endoglina, mientras que para los ratones S-ENG+, este 

vector contenía la secuencia de exones del 1 al 13, más la región del intrón que se transcribe hasta 

el codón de stop (Oujo et al, 2014).  

En la generación de estos vectores se utilizó un constructo formado por la secuencia 

líder de endoglina (SL, que comprende los aminoácidos del 1 al 25), seguida por el epítopo de la 

hemaglutinina de Influenzza (HA) y el ADNc maduro de endoglina. Esta construcción fue 

clonada en el sitio EcoRI de un vector pcEXV. Tras la digestión con la enzima de restricción 

EcoRI, el fragmento se insertó en el sitio EcoRI de un plásmido pCAGGS, bajo el control del 

promotor de actina, de expresión ubicua. Este plásmido es además portador de la secuencia 

amplificadora del CMV (del inglés, Cauliflower Mosaic Virus), otro amplificador  y un intrón del 

gen de la β-globina antes del sitio EcoRI. Después de la secuencia de endoglina, contiene un 

motivo de poliadenilación del gen de la β-globina (Oujo et al, 2014). Un esquema de esta 

construcción se representa en la Figura 13. 

Para la obtención de fragmentos lineares para la microinyección, este vector fue digerido 

con las enzimas SalI/KpnI. Se procedió a la separación y purificación del fragmento portador del 

gen de endoglina, de 5,2 kilobases, mediante electroforesis en gel de agarosa. 
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Figura 13. Construcción genética para la generación de los ratones L-ENG+ y S-ENG+ 

Adaptado de Oujo et al, 2014. 
 

 

Los óvulos fecundados fueron inyectados en hembras gestantes en el Servicio de 

Animales Transgénico de la Universidad de Salamanca, mediante protocolos estándar. La 

microinyección en un estado tan inicial como es el óvulo fecundado permite que el transgen esté 

presente en todas las células del organismo y, por tanto, también en la línea germinal. De esta 

forma, los descendientes de estos ratones son portadores del transgen en todas sus células y éste, 

gracias al promotor del gen de actina, se expresa de forma ubicua. La descendencia fue 

genotipada mediante reacción en cadena de la polimerasa o PCR (del inglés, Polimerase Chain 

Reaction). Los animales transgénicos fundadores se retrocruzaron con ratones C57BL/6J para 

perpetuar la línea transgénica. 

Para la realización de este trabajo se utilizaron los ratones L-ENG+ y S-ENG+ 

mencionados. Todos los animales utilizados pertenecían a una generación de retrocruzamiento 

superior a ocho. Se utilizaron ratones wild type (WT) C57BL/6J como controles de los 

experimentos. Los estudios se realizaron con ratones entre 3 y 6 meses de edad, de un peso de 

unos 25—30 gramos. Los experimentos se desarrollaron con las tres líneas de ratones, WT, L-

ENG+ y S-ENG+, se diseñaron en paralelo y se llevaron a cabo siguiendo el mismo protocolo. 

 

 

2.1. Mantenimiento y manipulación de los animales 

Los animales se mantuvieron en las dependencias del Servicio de Experimentación 

Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca, en un animalario bajo barrera libre de patógenos 

(SPF). La cría de nuestros animales la llevó a cabo nuestra técnico de laboratorio. 
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Los animales se manipularon siguiendo las recomendaciones de la Declaración de 

Helsinki de la Asamblea Médica Mundial y los principios del cuidado y la utilización de los 

animales de experimentación estipulados en las regulaciones internacionales y en las siguientes 

instituciones europeas y nacionales: la Directiva Europea 2010/63/UE, la Ley del Estado Español 

32/2007 de cuidado de los animales y los Reales Decretos RD1201/2005 y RD 53/2013 sobre la 

protección de los animales utilizados en experimentación y en otros fines científicos. 

Todos los animales se alimentaron con una dieta estándar, con la siguiente 

composición: almidón (34,8% del total), proteína bruta (20,2%), cenizas brutas (5,5%), materias 

grasas brutas (5%), lisina (1%), calcio (0,9%), fósforo (0,6%), metionina (0,6%), sodio (0,28%), 

vitamina A (15 UI/g), vitamina D3 (2,2 UI/g) y vitamina E (70 UI/g). En su preparación se 

utilizaron los siguientes ingredientes: cereales, subproductos de molinería, harinas o tortas 

oleaginosas, harina de carne, compuestos minerales y corrector vitamínico mineral. 

El sacrificio de los animales se llevó a cabo siguiendo estrictamente las guías para la 

eutanasia de los animales de experimentación detalladas en el Anexo III del RD 53/2013, basadas 

en el reglamento 1099/2009 del Consejo Europeo. Además, utilizamos como referencia las 

recomendaciones dictadas por la Asociación Médica de Veterinaria Americana (AVMA), que se 

pueden consultar en la dirección web detallada en la bibliografía (American Veterinary Medical 

Association, 2013). Concretamente, dependiendo de la edad de los ratones y los requerimientos 

del experimento, se utilizaron las técnicas de dislocación cervical, decapitación o hipoxia 

(desplazamiento del O2 mediante gaseado con CO2). 

 

 

2.2. Determinación del genotipo de los ratones 

Como se ha indicado anteriormente, el genotipo de los ratones se determinó mediante 

PCR. Para ello, se digirió una pequeña porción del extremo de la cola de los ratones en tampón 

de lisis (Tris 50 nM, EDTA 5 mM, NaCl 100 mM, DTT 1mM y espermidina 0,5 mM) al que se 

añadieron 250 ng/µL de proteinasa K (Roche), durante 24 horas a 55ºC. El sobrenadante de esta 

digestión contiene el ADN genómico extraído de la cola del ratón. Dicho sobrenadante se 

almacenó a –20ºC. Con 0,5 µL de esta muestra de ADN, se procedió a amplificar mediante PCR 

una región específica del fragmento extracelular del gen de endoglina humana. Para ello se 

utilizaron unos cebadores de PCR que amplifican específicamente el gen de endoglina humana 

(Tabla 1), ADN polimerasa (Biotools), dNTP (Roche) y el tampón de reacción.  
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Tabla 1. Cebadores para genotipado y condiciones de PCR 

Gen diana Secuencia de los cebadores  
(5’ → 3’) 

Tª de 
anillamiento 

Longitud 
amplicón (pb) 

ENG 
TGAAGCCACGAATGTTTTTCT 

59 375 
AGAGCATCCTCCTCCGACTGG 

 

 

La secuencia del ADN genómico amplificada en esta reacción se detalla en la Figura 14. El 

genotipado de los animales lo llevó a cabo nuestra técnico de laboratorio. 

 

 

Figura 14. Región del gen de endoglina humana amplificada en el genotipado 

Las flechas azules son los cebadores: así podemos conocer su lugar de anillamiento. 
 

 

El producto de PCR se separó en un gel de agarosa de 1% (Lonza), utilizando un 

marcador específico de 1 kilobase (Thermo Fisher Scientific). El producto de amplificación de 

PCR apareció a la altura de 375 pares de bases. De este modo, aquellas muestras en la que 

observásemos producto de PCR corresponderían con aquellos animales de la progenie que 

hubiesen incorporado el gen de endoglina en sus células, ya fuese de la línea de ratones L-ENG+ o 

S-ENG+, en cada caso. 

 

 

3. Isquemia-reperfusión femoral 

La técnica de isquemia-reperfusión femoral nos permitió evaluar la tasa de 

revascularización o, más concretamente, el ritmo al que se restableció el flujo sanguíneo a través 
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de la extremidad tras la práctica de la ligadura femoral y la consecuente isquemia. 

Indirectamente, evaluamos de este modo la eficacia con que se produjeron los eventos de 

angiogénesis y arteriogénesis, principalmente. 

 

 

3.1. Cirugía: isquemia femoral 

El primer procedimiento que se llevó a cabo para analizar la reperfusión post-isquémica 

consistió en practicar la ligadura unilateral de la arteria femoral del ratón, para inducir así la 

isquemia. Se llevó a cabo adaptando un protocolo previamente descrito (Limbourg et al, 2009). 

Previamente se rasuraron por completo las dos extremidades traseras del ratón. Para la 

cirugía, se procedió a anestesiar al ratón con anestesia inhalatoria: isoflurano 2% en oxígeno 

(IsoFlo, Esteve). Antes de comenzar la cirugía, se administró al animal una dosis del analgésico 

buprenorfina (0,15 mg/kg p.c., vía subcutánea; Buprex, RB Pharmaceuticals), de tal forma que, 

una vez terminado el procedimiento quirúrgico, ya estuviese ejerciendo sus efectos. 

Para los procedimientos quirúrgicos se empleó material del fabricante Fine Scientific 

Tools (F.S.T.). Para proceder a la ligadura de la arteria, en primer lugar se practicó una incisión de 

unos 5 mm en la zona de la ingle izquierda. Tras retirar el tejido conjuntivo más superficial, se 

accedió al paquete compuesto por la arteria y la vena femorales y el nervio femoral. Se localizó el 

punto de ramificación de la arteria femoral en arterias epigástrica, femoral profunda y 

colaterales, para trabajar en la zona inmediatamente anterior a esta bifurcación (Figura 15A); de 

esta forma, aseguramos un total bloqueo del aporte sanguíneo a la extremidad. Se diseccionó 

dicho paquete y se separaron los vasos sanguíneos del nervio. Una vez los vasos estuvieron 

aislados, se practicaron dos nudos dobles con sutura 5/0 no absorbible estéril de seda trenzada 

(Laboratorio Aragó). Se practicó un corte en el segmento de paquete vascular entre los dos 

nudos, de tal modo que el flujo sanguíneo de esa pata quedó cortado. Finalmente se cerró la 

herida mediante dos puntos de sutura 5/0 no absorbible discontinuos y se desinfectó la zona con 

solución yodada. 

Se trata de una operación bastante reproducible y que se mecaniza con facilidad, lo que 

permite un análisis muy fiable, dada la variabilidad intrínseca de los métodos in vivo. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 15. Anatomía de las extremidades posteriores del ratón 

A. Anatomía de la vasculatura. Adaptado de Limbourg et al, 2009. B. Anatomía muscular: 
principales músculos de la extremidad posterior. Adaptado de 
http://kardon.genetics.utah.edu/. 

 

 

3.2. Determinación de la perfusión con láser Doppler 

Disponemos del equipo Laser Doppler Moor LDLS (Figura 16A) que nos permitió medir 

el flujo sanguíneo en una determinada zona de nuestro animal. La técnica se basa en el “efecto 

Doppler”, que determina que la frecuencia de la luz láser reflejada varía si la superficie enfocada 

que lo refleja se desplaza. 

Nuestro equipo dispone de dos fuentes de luz: una visible, de 658 nm de longitud de 

onda, y otra próxima al infrarrojo, de 785 nm. El aparato produce una única línea láser con los 

haces visible e infrarrojo coaxiales. Gracias a un espejo controlado por un motor, el láser hace un 

barrido de la superficie del ratón. Los tejidos serán la superficie que refleje el haz de luz, que será 

filtrado para eliminar la luz exógena y recibido por un fotodetector. Al ser la sangre la única 

superficie en movimiento del animal anestesiado, la modificación de la frecuencia de la luz 

reflejada dependerá directa y exclusivamente del flujo sanguíneo. 

El software acoplado al láser permite, mediante un algoritmo, transformar la frecuencia 

de la luz recibida por el fotodetector en unidades de flujo arbitrarias, que son representadas en 

una imagen bidimensional a través de un código de colores (Figura 16B). El programa permite 

cuantificar en esta imagen el promedio de unidades arbitrarias de flujo por cada píxel de un área 

seleccionada.  

De esta forma, pudimos evaluar a lo largo del tiempo la cantidad de flujo en este área, lo 

que nos permitió comparar cómo evolucionó la reperfusión de las extremidades traseras de 
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nuestras tres líneas de ratones. Como control, se utilizó el flujo a través de la extremidad 

contralateral, no isquémica. 

Los ratones se mantuvieron rasurados durante los 28 días que duró el experimento. Para 

la medida del flujo, los ratones fueron anestesiados con isoflurano 1,5—2%, para que la 

profundidad de la anestesia no fuese muy alta, dado que ésta deprime el flujo sanguíneo. Los 

ratones se colocaron en decúbito prono. Se tomaron medidas basales de flujo el día antes de 

practicar la cirugía, y medidas sucesivas los días 1, 3, 5, 7, 14, 21 y 28 tras la isquemia. Para cada 

medida, se hicieron sucesivos barridos hasta que se consiguieron resultados constantes y 

estables.  

 

A. 

 

B. 

 

Figura 16. Sistema de adquisición de imágenes de flujo sanguíneo 

A. Equipo Laser Doppler Moor LDLS . B. Software acoplado al láser. Ejemplo de una adquisición y 
código de colores de unidades de flujo arbitrarias. 

 

 

Es importante calibrar la distancia entre el animal y el lector láser, que, de manera 

recomendable, debe situarse entre 10 y 20 cm, y que en nuestro caso fue de 10 cm. Así mismo, es 

importante hacer los experimentos en una habitación con condiciones de iluminación, 

temperatura y humedad controladas, puesto que variaciones en estos parámetros pueden 

afectar a la lectura. También se ha de ser cuidadoso con la posición del ratón y la profundidad de 

la anestesia. 

Los datos se representaron como la media de 3 experimentos, cada uno constando de 3 

ratones L-ENG+, 3 ratones S-ENG+ y sus 3 respectivos controles, habiendo utilizado un total de 9 

ratones por línea. 
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4. Análisis de la vascularización de la retina 

En el momento del nacimiento, la retina del ratón carece de vasculatura. La 

vascularización de la retina tiene lugar gracias a un proceso de angiogénesis, que sucede entre el 

nacimiento y los 8 días postnatales (Stahl et al, 2010), aunque la angiogénesis se sigue 

produciendo a medida que crece la retina hasta la etapa adulta. 

 

 

4.1. Aislamiento de retinas y estudio de la vasculatura por microscopía 

Para el estudio del estado de la estructura y del proceso de formación de la vasculatura 

en la retina de nuestros ratones, elegimos un tiempo en el que la vasculatura de la retina se 

estuviese desarrollando y, por tanto, experimentando angiogénesis, que fueron los 6 días 

postnatales. 

Un mínimo de 3 animales de cada línea genética fueron sacrificados mediante 

decapitación. Tras el sacrificio, se enuclearon los dos ojos con ayuda de fórceps (F.S.T.).  

 

4.1.1. Preparación de las retinas para su visualización microscópica 

Los ojos recogidos para su estudio microscópico se fijaron en parafolmaldehído (PFA; 

Sigma-Aldrich) al 4% en PBS 2X (del inglés, Phosphate-Buffered Saline) durante 20-24 horas a 

4ºC. Después se pasaron a PBS 2X a 4ºC durante, como máximo, 5 días. En este periodo se 

procedió a aislar la retina, mediante el protocolo descrito por Tual-Chalot (Tual-Chalot et al, 

2013). Bajo una lupa, se seccionó el ojo en su mitad anterior y posterior. Con ayuda de fórceps de 

microcirugía (F.S.T.), se separó la retina de la coroides. Se lavó la retina con PBS 1X y se almacenó 

en metanol (Sigma-Aldrich) a -20ºC. 

Para el marcaje de las células de los vasos se utilizó isolectina-B4 de Griffonia 

simplicifolia (Cultrex, Trevigen), que se une a las células endoteliales gracias a la elevada 

expresión de residuos de α-D-galactosa en su membrana, con los que isolectina reacciona 

específicamente (Laitinen, 1987). La isolectina utilizada está conjugada con el fluoróforo 

isotiocianato de fluoresceína, o FITC (del inglés, Fluorescein IsoThioCyanate). Hicimos un co-

marcaje de endoglina de ratón mediante inmunofluorescencia. De esta forma, tras incubar las 

retinas con solución de permeabilización / bloqueo (PBS, 0,3% Triton-X100 (Sigma-Aldrich), 

5% suero de cabra (Sigma-Aldrich)), las incubamos con la solución mezcla de FITC-lectina y 
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anticuerpo primario para endoglina, a 4ºC durante la noche. Se retiró esta solución, se hicieron 3 

lavados en PBSTX (PBS, Triton-X100 al 0,3%) y se incubaron las retinas con anticuerpo 

secundario fluorescente (Thermo Fisher Scientific), a 4ºC durante 4 horas. Los anticuerpos y las 

condiciones utilizadas se detallan en la Tabla 2. Se repitieron los 3 lavados y se montaron las 

retinas sobre un portaobjetos utilizando 50 μL de ProLong Gold Antifade (Thermo Fisher 

Scientific).  

 

Tabla 2. Marcaje fluorescente de la vasculatura de la retina 

Marcaje/ 
Anticuerpo 

Reconoce/ 
Epítopo Fluoróforo Hospedador Dilución 

Isolectina-B4 α-D-galactosa FITC - 1:200 en perm/block 

Primario Endoglina  
murina - Rata 1:100 en perm/block 

Secundario IgG de rata Cy3 Cabra 1:200 en PBSTX 
 

 

Tomamos fotografías de planos focales de las preparaciones separados 2,5 μm, con una 

cámara acoplada a un microscopio confocal (Leica), utilizando los filtros rojo y verde del 

microscopio. Las imágenes de microscopía confocal fueron tomadas en el Servicio de 

Microscopía del Centro de Investigación del Cáncer (CSIC, Salamanca). 

 

4.1.2. Análisis estructural de la vasculatura de la retina 

Con las imágenes obtenidas, medimos en primer lugar el grado de progresión o longitud 

invadida por los vasos del plexo vascular formado. Para ello, se utilizó el software Fiji. 

Los resultados se representaron como la media de un mínimo de doce mediciones 

tomadas en, al menos, tres retinas por línea de ratón. 

El software Fiji permite además analizar la estructura tridimensional de los vasos. La 

herramienta “skeletonize” en 3D de Fiji convirtió el árbol vascular marcado con FITC-lectina en 

un esqueleto digital (Figura 17). Sobre este esqueleto digitalizado de las estructuras 

tridimensionales, el software dibuja y recuenta las ramificaciones y los nexos, y mide la longitud 

de las ramas en píxeles. Utilizamos esta aproximación en campos de 200 x 200 píxeles de cada 

una de las imágenes; se analizaron el máximo de campos posible para cada imagen. 
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Los resultados se representaron como la media de la cuantificación de un mínimo de 22 

campos de, al menos, 3 retinas por cada línea de ratón. 

 

A. 

 

B. 

 

C. 

 

Figura 17. Herramienta de cuantificación de las estructuras vasculares en retina 

A. Imagen digital 3D de 200 x 200 píxeles, obtenida a partir de una microfotografía confocal de 
retina. B. Esqueleto 3D obtenido con Fiji de ese campo. C. Análisis que el software hace del 
esqueleto: identifica nexos y ramificaciones con diferentes colores y ofrece una cuantificación de 
los mismos y del tamaño de cada rama analizada. 

 

 

4.2. Aislamiento de retinas para el estudio de la expresión génica 

En este caso utilizamos retinas de ratones de 17 días de edad, que extrajimos siguiendo el 

mismo protocolo. En este caso el sacrificio de los ratones se llevó a cabo mediante 

desplazamiento del O2 por CO2.  

Aislamos las retinas del modo anteriormente descrito, pero siempre en frío y utilizando 

material libre de ARNasas. Estas retinas fueron incubadas con el tampón de lisis de un kit 

comercial de columnas con membranas (NucleoSpin® RNA, Macherey Nagel). El protocolo se 

detalla más adelante, en el apartado 9.1.3. 

Se obtuvo ADNc a partir de este ARN mediante un protocolo de retrotranscripción que 

utiliza los reactivos iScript RT Supermix (Bio-Rad). El protocolo se detalla en el apartado 9.2. 

Analizamos la expresión de los genes de interés mediante qPCR (PCR cuantitativa) 

como se indica en el apartado 9.6.  La relación de cebadores utilizados se detalla en la Tabla 9 de 

estos “Materiales y métodos”. 

Los datos se representaron como la media de 8 retinas procedentes de sendos 8 ratones 

L-ENG+, S-ENG+ o controles. 
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5. Ensayo Directo de Angiogénesis In Vivo (EDAIV) 

El EDAIV (en inglés DIVAA, por sus siglas, Direct In Vivo Angiogenesis Assay), se llevó a 

cabo en base a un protocolo anteriormente descrito (Guedez et al, 2003), con una serie de 

modificaciones.  

Los “angiorreactores” son unos tubos de silicona que fueron elaborados aplicando un 

tapón de la misma silicona a un tubo de 8 mm de longitud, que queda de este modo sellado por 

un extremo. Estos tubos se rellenan de Matrigel® (Corning) y factores proangiogénicos (R&D 

Systems). Los angiorreactores, implantados en los ratones de forma subcutánea, permiten 

estudiar la invasión de nuevos capilares derivados de vasos del tejido circundante, que penetran 

en el tubo invadiendo el Matrigel® (Figura 18A). Permiten, por tanto, estudiar la angiogénesis. 

El Matrigel®, o Matrigel Basement Membrane Matrix Phenol Red-Free, es un polímero 

compuesto por proteínas de la membrana basal (laminina, colágeno IV, entactina y heparán 

sulfato proteoglicano) extraído de tumores Engelbreth-Holm-Swarm. Presenta la característica 

de que polimeriza adquiriendo una textura de gel a partir de 22ºC, pero es líquido a 4ºC. Por 

tanto, siempre se trabajó en frío para mantenerlo líquido, hasta el momento en que queramos 

inducir su polimerización. 

 

 

5.1. Elaboración, implantación y extracción de los angiorreactores 

Una vez construidos los angiorreactores, los esterilizamos en cámara de óxido de 

etileno. Quisimos mantener todo lo posible la esterilidad para evitar infecciones y otro tipo de 

reacciones en el ratón que pudiesen interferir con el proceso en estudio. Tras su esterilización, 

estos angiorreactores fueron rellenados con 25 μL de Matrigel®, suplementado con 3 ng/μL de 

VEGF y 9 ng/μL de bFGF de procedencia murina (R&D Systems), y con 2 ng/μL de heparina 

bovina (Sigma Aldrich). Esta mezcla la preparamos en frío y bajo campana de flujo laminar. 

Para la posterior polimerización del Matrigel®, introdujimos cada angiorreactor en 

posición invertida en un tubo eppendorf, para evitar que se forme menisco en la mezcla. 

Introducimos los tubos en un incubador a 37ºC durante 1 hora, tras lo que procedimos a 

implantarlos. 

Los ratones, cuyo lomo fue previamente afeitado, fueron anestesiados con isoflurano al 

2%, tras lo que se les practicaron dos incisiones en la piel, en la zona dorsal-lateral, 
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aproximadamente 1 cm por encima de la cadera. Se abrió hueco bajo la piel con ayuda de un 

trócar (F.S.T.). A través de la incisión, se implantaron subcutáneamente dos angiorreactores, 

uno a cada lado del lomo del ratón.  

Nueve días después de la implantación, los animales se sacrificaron con CO2 y los 

angiorreactores fueron extraídos, fotografiados y procesados para su análisis. En la Figura 18B se 

muestran una serie de angiorreactores tras su extracción al noveno día. 

 

A. 

 

B. 

 

Figura 18. Ensayo Directo de Angiogénesis In Vivo 

A. Representación gráfica de lo que sucede dentro de los angiorreactores implantados 
subcutáneamente. B. Angiorreactores extraídos tras 9 días de implantación bajo la piel de 
nuestros ratones. 
 

 

La principal ventaja de esta técnica es que es más reproducible que técnicas similares 

utilizadas anteriormente en las que no se emplea tubo de silicona, puesto que el tubo delimita un 

volumen estable de Matrigel®, que mantiene su estructura y es igual en todos los casos. Además 

direcciona el crecimiento de los vasos al tener una única vía de acceso. Cabe señalar también que 

el volumen de Matrigel® y factores proangiogénicos necesarios es mucho menor que cuando se 

inyecta directamente esta mezcla sin utilizar los tubos de silicona. 

 

 

5.2. Distancia invadida por vasos en los angiorreactores 

En los angiorreactores se puede observar hasta dónde ha llegado la formación de vasos 

sanguíneos funcionales gracias a la invasión de los mismos por sangre. 

Tomamos fotos de los tubos nada más extraerlos y cuantificamos la distancia invadida 

gracias al software Fiji. 
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Los datos se representaron como la distancia invadida promedio, en milímetros. Se 

analizaron al menos 16 tubos procedentes de, al menos, 10 ratones diferentes. 

 

 

5.3. Cuantificación de la invasión endotelial 

Para la cuantificación de la invasión de células endoteliales en el interior de los 

angiorreactores, se extrajo su contenido y se digirió el Matrigel® con dispasa (Corning). El 

producto de la digestión fue marcado con isolectina-B4 conjugada con FITC. 

Por lo tanto, determinando la fluorescencia de cada muestra mediante un lector de 

placas (Thermo), se puede estimar la cantidad de lectina y, así, de células endoteliales presentes 

en el tubo. Para ello, se utilizaron los filtros ópticos que más se aproximaban a los parámetros de 

absorción / emisión del FITC, esto es, 485 nm de excitación y 510 nm de emisión.  

Los datos se representaron como la fluorescencia media de 4 experimentos, cada uno 

constando de 2 o 3 ratones L-ENG+, 2 o 3 ratones S-ENG+ y 2 ratones controles, habiendo 

analizado un total de 8 a 10 ratones por condición, y 2 angiorreactores por ratón.  

 

 

5.4. Preparación e implantación de plugs de Matrigel® 

Alternativamente, para el análisis de la expresión génica por qPCR, el EDAIV fue 

modificado para poder obtener mayor cantidad de tejido y poder así extraer ARN. Para ello, en 

lugar de utilizar angiorreactores, se inyectó Matrigel® mezclado con factores proangiogénicos 

directamente bajo el lomo del ratón, lo que comúnmente se denominan plugs subcutáneos. 

Este protocolo fue adaptado a partir del anteriormente descrito por Passaniti (Passaniti et al, 

1992). 

En este caso, y basándonos en la bibliografía, utilizamos menor concentración de 

factores proangiogénicos. Concretamente, para cada plug, mezclamos 250 μL de Matrigel®, 

suplementado con 1 ng/μL de VEGF, 1 ng/μL de bFGF y  1 ng/μL de heparina bovina. Esto se debe 

a que, al no tener una única vía de acceso o contacto entre el contenido del tubo y el tejido 

circundante, como es el caso de los angiorreactores, los vasos de este tejido van a tener una 

mayor superficie de contacto directo con la mezcla y, por tanto, con las citoquinas 

proangiogénicas. La invasión será masiva y aleatoria, pero permitirá disponer de una mayor 

cantidad de tejido de la que extraer una muestra de ARN de mayor concentración y calidad. 
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Una vez preparada la mezcla de cada plug, procedimos a inyectarlos de forma 

subcutánea en el lomo de ratones previamente rasurados. En todo momento los tubos con la 

mezcla, así como el material a utilizar, se mantuvieron en hielo. Utilizamos jeringuillas de 1 mL 

(Braun) y agujas 23 gauge. Repetimos la operación una vez más por cada ratón, de tal forma que 

inyectamos dos plugs por animal. 

Transcurridos siete días, sacrificamos al animal con CO2 y extrajimos los plugs. Para ello, 

cortamos la piel alrededor del plug y fuimos aislándolo cortando el tejido conjuntivo que lo une a 

la piel. Los almacenamos a -80ºC para la posterior extracción de ARN. 

 

 

5.5. Análisis de la expresión génica de las células de los plugs 

Para profundizar en el estudio del proceso de angiogénesis que tiene lugar en este 

modelo experimental, estudiamos la expresión génica de las células del plug, es decir, de los 

vasos sanguíneos del mismo. 

Pulverizamos el plug en frío –sobre hielo seco– y homogenizamos y digerimos del tejido 

pulverizado. Se adaptó el protocolo de extracción de ARN para su uso en tejidos fibrosos o ricos 

en matriz extracelular; como etapa adicional, al homogenizado le añadimos proteinasa K para 

ayudar a digerir la mezcla proteica del Matrigel®. El protocolo se detalla más adelante, en el 

apartado 9.1.2. 

Se obtuvo ADNc a partir de este ARN mediante un protocolo de retrotranscripción, 

siguiendo el protocolo que se detalla más adelante (apartado 9.2). 

Fue necesaria una preamplificación del ADNc antes de la reacción de PCR, puesto que 

los niveles de expresión eran más bajos de lo que nuestro equipo era capaz de detectar con 

precisión. Igualmente, el proceso de preamplificación se detalla más adelante (apartado 9.3). 

Finalmente procedimos a analizar la expresión de los genes de interés mediante qPCR, 

como se indica en el apartado 9.6. La relación de cebadores utilizados (Bio-Rad) se detallan en el 

apartado 9.4 (Tabla 8).  

Los datos se representaron como la media de 2 experimentos, constando cada uno de 3 

ratones L-ENG+, 3 ratones S-ENG+ y sus 3 respectivos controles, habiendo analizado un total de 6 

ratones por condición, y 2 plugs por ratón.  
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6. Ensayo de sprouting a partir anillos de aorta 

El ensayo de sprouting a partir de anillos de aorta es una técnica ex vivo que permite 

reproducir este proceso in vitro facilitando así su análisis. Consiste en la siembra de fragmentos 

de arteria aorta de ratón embebidos en Matrigel® y cultivados en un medio de rico en factores 

proangiogénicos (Baker et al, 2012). 

El único método de eutanasia que no afecta al endotelio vascular es la dislocación 

cervical. Para la obtención de los anillos, se sacrificó a los animales mediante esta técnica, tras lo 

que se abrió la caja torácica, se retiraron los pulmones y se procedió a la disección de la arteria 

aorta torácica con la ayuda de unos fórceps de microcirugía. Se aisló el mayor tramo de arteria 

posible y, tras cortar en ambos extremos, este fragmento de arteria se pasó a medio de cultivo de 

lavado frío, Ham’s F-12 (Thermo Fisher Scientific). Bajo una lupa, procedimos a limpiar la aorta, 

estirada sobre un soporte de parafina. Retiramos el tejido conjuntivo y lavamos el interior de la 

arteria inyectando medio de lavado con ayuda de una jeringuilla de 1 mL con aguja 25 gauges. 

Finalmente cortamos anillos de aproximadamente 1 mm de grosor con ayuda de unas tijeras de 

microcirugía (F.S.T.). 

Bajo campana de flujo laminar, pasamos los anillos de aorta a una placa de 35 mm con 

medio de cultivo DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium, Thermo Fisher Scientific), con 4,5 

g/L de glucosa, suplementado con 50 U/mL de penicilina–estreptomicina (Thermo Fisher 

Scientific). Mantuvimos los anillos en este medio durante 12-16 horas. Transcurrido este tiempo, 

los sembramos embebidos en Matrigel®. Para ello, en condiciones de esterilidad, colocamos 

una gota de 30 μL de Matrigel® frío en el soporte necesario en cada caso – bien placas de 12 

pocillos o bien portaobjetos para microscopía – y, con ayuda de unas pinzas de microcirugía, 

colocamos un anillo en el seno de la gota. Una vez colocados todos los anillos de la placa o el 

portaobjetos, se incubó durante 30 minutos a 37ºC para permitir la polimerización del 

Matrigel®. Finalmente, se añadió medio de cultivo, Advanced-DMEM F-12 (Thermo Fisher 

Scientific), con 3 g/L de glucosa, suplementado con 50 U/mL de penicilina–estreptomicina, 

glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich), 30 μg/mL de ECGS (del inglés, Endothelial Cell Growth 

Supplement; Generon), 100 μg/mL heparina bovina (Sigma-Aldrich) y 20% de suero bovino 

fetal (FBS, del inglés, Foetal Bovine Serum; Thermo Fisher Scientific). Los anillos se 

mantuvieron en un incubador en atmósfera húmeda, a 37ºC con CO2 al 5%. 

El crecimiento de sprouts a partir del endotelio de los anillos comienza a ser visible a 

partir del día 2,5 tras la siembra. La abundancia de estímulos angiogénicos favorece la formación 

de numerosos sprouts, pero ésta tiene lugar de forma aleatoria y desorganizada. A partir de los 6 – 
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7 días los sprouts comienzan a degenerar, por lo que nuestros experimentos se realizaron en el 

día 5 de crecimiento. A continuación, se muestran un anillo recién sembrado (Figura 19A)  y uno 

en el último día de experimento (Figura 19B), tomadas con una cámara acoplada a un 

microscopio de contraste de fases (Nikon). 

 

A. 

 

B. 

 

Figura 19. Anillos de aorta en Matrigel® 

A. Microfotografía de un anillo de aorta recién sembrado en el Matrigel®. B. Microfotografía de 
un anillo de aorta 5 días después de haber sido sembrado. 
 

 

6.1. Iniciación del sprouting  

Transcurridos 2,5 días tras la siembra de los anillos, observamos que el proceso de 

sprouting ya se había iniciado y que podíamos observar células tip (Figura 20A) o incluso 

algunos pequeños sprouts primigenios (Figura 20B). 

Con la ayuda de un microscopio de contraste de fases (Nikon) hicimos un recuento en 

todos nuestros anillos del número de tips y de sprouts. Asignamos el valor 1 a cada tip y el valor 2 a 

cada sprout de cada anillo y, sumando estos valores, obtuvimos para cada anillo un valor que 

denominamos “tasa de sprouting”. 

Los datos se representaron como la media de 6 experimentos, cada uno constando de 8 

anillos por ratón, procedentes de un ratón L-ENG+, un ratón S-ENG+ y un ratón control, 

habiendo analizado un total de 6 ratones por condición. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 20. Iniciación del sprouting en anillos de aorta en Matrigel® 

A. Microfotografía de una célula tip. B. Microfotografía de un pequeño sprout generado a partir 
de la célula tip en A. 

 

 

6.2. Análisis del volumen ocupado por sprouts con microscopía confocal 

Numerosos estudios que utilizan la técnica de los anillos de aorta en la bibliografía 

toman una fotografía de cada anillo con microscopio de contraste de fases, similares a las que se 

muestran en la Figura 19B, y cuantifican el área ocupada por los sprouts para analizar las 

imágenes. Pero estos sprouts forman un conjunto tridimensional y estructuralmente 

heterogéneo, por lo que concluimos que el análisis del volumen ocupado era más adecuado que 

el del área. 

Para estudiar el volumen invadido por los sprouts que se forman a partir de las aortas de 

nuestras tres líneas de ratones, los sembramos en portaobjetos MillicellEZ slide de 8 pocillos 

(Millipore). Utilizamos calceína-AM (Sigma-Aldrich), colorante vital fluorescente, para marcar 

las células que forman los sprouts. Una vez teñidas, en fresco, adquirimos imágenes de 

microscopía confocal de cada anillo, tomando imágenes de planos focales separados entre sí 5 

μm, para reconstruir una imagen tridimensional del mismo. A continuación se muestra una 

imagen de un plano cualquiera (Figura 21A) y la proyección máxima de todos los planos (Figura 

21B). 

Las imágenes de microscopía confocal de fueron tomadas en el Servicio de Microscopía 

del Centro de Investigación del Cáncer (CSIC, Salamanca). 
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A. 

 

B. 

 

Figura 21. Imágenes de microscopía confocal de anillos de aorta en Matrigel® 

A. Microfotografía de un plano focal de los sprouts formados a partir de un anillo de aorta. B. 
Proyección máxima de todos los planos focales del anillo de aorta en A. 

 

 

Se cuantificó el área invadido por sprouts en cada plano focal o stack con ayuda del 

software Fiji. La suma del área cuantificada en cada plano de un mismo anillo se expresó como el 

volumen ocupado por los sprouts de ese anillo. 

Los datos se representaron como la media de 5 experimentos, cada uno constando de 

entre 4 y 6 anillos por ratón, procedentes de un ratón L-ENG+, un ratón S-ENG+ y un ratón 

control, habiendo analizado un total de 5 ratones por condición. 

 

 

6.3. Análisis de la expresión génica de los sprouts 

Para profundizar en el estudio del proceso de angiogénesis que tiene lugar en este 

modelo experimental, estudiamos la expresión génica de las células de los sprouts. 

Para ello, extrajimos el ARNm utilizando el protocolo que se detalla más adelante 

(apartado 9.1.2.). Bajo una lupa, retiramos el anillo con ayuda de unos fórceps de microcirugía. 

Recogimos el volumen de Matrigel® con los sprouts, y lo mezclamos con el tampón de lisis de 

kit.  Como en el caso de los plugs, se adaptó el protocolo para su uso en tejidos fibrosos, por lo 

que añadimos proteinasa K al homogenizado para ayudar a digerir la mezcla proteica del 

Matrigel®. 

Se obtuvo ADNc a partir de este ARN mediante un protocolo de retrotranscripción que 

se detalla más adelante (apartado 9.2). 
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Al igual que con los plugs, fue necesaria una preamplificación del ADNc antes de la 

reacción de PCR. El proceso de preamplificación se detalla más adelante (apartado 9.3). 

Finalmente procedimos a analizar la expresión de los genes de interés (Tabla 8) 

mediante qPCR, como se indica en los apartados 9.4 y 9.6. 

Los datos se representaron como la media de 2 experimentos, constando cada uno de 3 

ratones L-ENG+, 3 ratones S-ENG+ y sus 3 respectivos controles, habiendo analizado un total de 6 

ratones por condición, y 12 anillos por ratón, que agrupamos en 2 muestras. 

 

 

7. Métodos de cultivo celular 

Todas las manipulaciones con cultivos celulares se realizaron en campana de flujo 

laminar vertical (Flow Laboratories) y utilizando material estéril. Los cultivos se mantuvieron en 

un incubador (Thermo Fisher Scientific) en atmósfera húmeda, a 37ºC con CO2 al 5%. Las 

microfotografías de células en cultivo se tomaron con una cámara acoplada a un microscopio 

invertido de contraste de fases (Nikon). 

 

7.1. Cultivo primario de células endoteliales de pulmón de ratón (MLEC) 

En primer lugar, quisimos analizar diversos aspectos de la biología y la fisiología celular 

del endotelio de nuestros ratones, que pudiesen explicar los efectos de la sobreexpresión de las 

isoformas de endoglina que observamos in vivo. 

Para ello, se obtuvieron cultivos primarios de células endoteliales de pulmón de ratón 

(MLEC, del inglés, Mouse Lung Endothelial Cells), a partir de los ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. 

Se siguió el método descrito anteriormente (Oblander et al, 2005), con una serie de 

modificaciones.  

El pulmón es un tejido altamente vascularizado, con una amplia microvasculatura, que 

va a permitir obtener un alto rendimiento del cultivo y va a aportar células con un elevado 

potencial angiogénico. 

 

7.1.1. Cultivo de las células pulmonares 

Se practicó la dislocación cervical a 3 animales de cada línea genética, tras lo que se abrió 

la caja torácica y se extrajeron los pulmones, que se pasaron a medio de cultivo de lavado, Ham’s 
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F-12, estéril y frío. Ya en campana de flujo laminar, se procedió a la limpieza de los pulmones y 

retirada de tejido conjuntivo y coágulos sanguíneos. Los pulmones se trituraron con dos 

bisturíes durante 1 minuto, tras lo que se pasó el tejido triturado a una solución de colagenasa-

ADNasa (Sigma-Aldrich). Se llevó a cabo la digestión a 37ºC durante 1 hora, en agitación. Pasada 

esta hora, se pasó la digestión dos veces por una aguja 19 gauges, acoplada a una jeringa de 20 mL 

(Braun). La solución se filtró a través de un cell strainer de 70 μm de tamaño de poro (Beckton 

Dickinson). El filtrado se centrifugó a 300 x g durante 5 minutos, y el pellet de células se 

resuspendió en el “medio de cultivo MLEC”, Advanced-DMEM F-12, con 3 g/L de glucosa, 

suplementado con 50 U/mL de penicilina–estreptomicina, glutamina 2 mM, 30 μg/mL de ECGS, 

100 μg/mL heparina bovina y FBS al 20%. La suspensión celular se sembró en placas de 100 mm 

de diámetro con cobertura matricial (Figura 22A).  

La suspensión de células obtenida está compuesta principalmente por, además de 

células endoteliales, fibroblastos, macrófagos y eritrocitos. 

Las MLEC siempre se siembran en placas con una cobertura compuesta por gelatina 

0,1%, suplementada con fibronectina (Sigma-Aldrich) y colágeno (Corning). Se trata de un tipo 

celular que no se adhiere al plástico, por lo que se necesita esta cobertura que emula la MEC. 

 

 

Figura 22. Esquema del protocolo de cultivo de MLEC 

A. Aislamiento de las células pulmonares. B. Selección y retirada de los macrófagos. C. Selección 
y siembra de las MLEC. Adaptado de Oblander et al, 2005. 
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7.1.2. Retirada de eritrocitos y macrófagos 

Pasadas 48 horas de la obtención y siembra de nuestro cultivo inicial, procedimos a 

realizar la selección y retirada de eritrocitos y macrófagos del mismo. Los eritrocitos se 

encuentran en suspensión, por lo que los eliminamos con la simple retirada del medio de 

cultivo. Los macrófagos son muy abundantes en el cultivo inicial, lo que puede dificultar el 

crecimiento de las células adherentes, entre las que se encuentran las MLEC. Además, al final 

llevaremos a cabo una selección específica de las células endoteliales, utilizando para ello un 

anticuerpo que reconoce el antígeno CD102 (ICAM-2), que también es expresado por los 

monocitos y los macrófagos, por lo que interesa antes deshacerse de ellos. 

Por ello, en primer lugar, se incubaron las placas con una solución de anticuerpo que 

reconoce el receptor CD16 / CD32. Tras lavar el anticuerpo primario, se incubaron las células con 

una solución de bolas o beads magnéticas recubiertas de anticuerpo secundario. Las 

condiciones se detallan en la Tabla 3. Se lavó el anticuerpo secundario y se tripsinizaron las 

células (proceso explicado en el apartado 7.3.1.). La suspensión de células se pasó a un tubo de 15 

mL (Corning) colocado en un imán (Thermo Fisher Scientific). De esta forma, los macrófagos 

quedaron magnéticamente adheridos a la pared del tubo. Recogimos la suspensión celular libre 

de macrófagos evitando tocar la pared del tubo con la pipeta. Sembramos la suspensión de 

células en una placa de 100 mm de diámetro con cobertura (Figura 22B). 

 

7.1.3. Selección de células endoteliales 

Pasadas 48 horas de la retirada de macrófagos, procedimos a realizar la selección y 

siembra de las células endoteliales, con las que después trabajamos.  

Para ello, en primer lugar, se incubaron las placas con una solución de anticuerpo que 

reconoce el antígeno CD102. Tras lavar el anticuerpo primario, se incubaron las células con la 

misma solución de beads magnéticas recubiertas de anticuerpo secundario que se había 

utilizado para la retirada de macrófagos. Se lavó el anticuerpo secundario, se tripsinizaron las 

células  y se pasó la suspensión a un tubo de 15 mL colocado en un imán, igual que anteriormente. 

En este caso fueron las células endoteliales las que quedaron adheridas a la pared del tubo. 

Retiramos la suspensión celular con todas las células excepto las endoteliales, evitando tocar la 

pared del tubo con la pipeta. Resuspendimos las células de la pared del tubo en “medio de 

cultivo MLEC”. Sembramos la suspensión de células en una placa de 60 mm de diámetro con 

cobertura (Figura 22C). Se consideró que las células sembradas tras este paso del protocolo se 

encontraban en pase 0. 
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Tabla 3. Anticuerpos para la obtención del cultivo primario de MLEC 

Epítopo Hospedador Dilución Anticuerpo secundario 

CD16 / CD32 Rata 1:150 en PBS 

Beads magnéticas 
oveja anti-IgG de rata 

1:60 en Advanced DMEM F-12,  
con FBS al 20%. 

CD102 Rata 1:300 en PBS 

Beads magnéticas 
oveja anti-IgG de rata 

1:300 en Advanced DMEM F-12,  
con FBS al 20%. 

 

 

7.1.4. Mantenimiento de las MLEC 

Estas células crecen formando colonias, y presentan el aspecto típico de adoquinado de 

las células endoteliales en cultivo. En la Figura 23A se pueden ver estas células, así como algunas 

beads magnéticas que aún conservan unidas. 

Se hicieron pases 1:2 cada 48 horas, como se indica en el apartado 7.3.1., sembrándolas 

siempre en placas de 60 mm con cobertura. En todo momento se utilizó el “medio MLEC” 

indicado. 

Se trabajó con células entre pases 3 y 6. No es hasta pase 3 cuando conseguimos una 

cantidad de células adecuada. Tras el pase 6, las MLEC comienzan a perder sus características. 

 

 

7.2. Línea de células endoteliales EA.hy926 

Nos servimos además de una línea de células endoteliales establecida, que nos ayudó a 

confirmar y ampliar los estudios sobre el efecto de la sobreexpresión de las isoformas de 

endoglina en la biología celular. 

La línea celular endotelial EA.hy926 wild type fue adquirida en ATCC. Estas células se 

generaron a partir del cultivo primario de células umbilicales humanas, al fusionarlas con un 

clon de células A549 tioguanina-resistentes mediante exposición a polietilenglicol. Los clones 

híbridos se seleccionaron en medio HAT, y fueron testados para factor antigénico VIII. 
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7.2.1. Mantenimiento de las EA.hy926 

Para mantener estas células se utilizó medio de cultivo DMEM, con 4,5 g/L de glucosa, 

suplementado con 50 U/mL de penicilina–estreptomicina y enriquecido con FBS al 10%. El 

medio de cultivo se cambió cada 48 horas. Cuando las células estaban confluentes, se hicieron 

pases en dilución 1:5 o 1:10. En la Figura 23B se pueden ver estas células creciendo en cultivo. 

 

A. 

MLEC 

 

B. 

EA.hy926 

 

Figura 23. Células utilizadas para este trabajo, creciendo en cultivo 

A. Microfotografía de las MLEC creciendo en medio de cultivo Advanced-DMEM F-12. B. 
Microfotografía de las células EA.hy926 creciendo en medio de cultivo DMEM. Imágenes 
tomadas con un microscopio óptico de contraste de fases (20 aumentos). 

 

 

7.3. Técnicas básicas en cultivos celulares 

7.3.1. Tripsinización celular 

Las células endoteliales son adherentes, por lo que para su mantenimiento se 

transfirieron al material de trabajo adecuado (placas Petri, cubreobjetos, etc).  

Se utilizó la técnica de la tripsinización celular para levantar las células adheridas y 

volverlas a sembrar en otro soporte. Después de retirar el medio y lavar con PBS, se añadió 

tripsina-EDTA (tripsina 0,25%, EDTA 0,02%; Thermo Fisher Scientific) para romper los enlaces 

de cationes bivalentes que unen las células a la superficie de la placa, o a la cobertura de gelatina 

en su caso. La acción de la tripsina se detuvo aproximadamente a los 3 minutos con medio de 

cultivo y a continuación las células se transfirieron a un tubo. La suspensión celular se centrifugó 
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a 600 x g durante 3 minutos. El precipitado se resuspendió en la cantidad adecuada de medio de 

cultivo, dependiendo de su posterior utilización. 

Si el experimento lo requería, en este punto se procedió al recuento celular. 

 

7.3.2. Recuento celular 

Después de tripsinizar las células, una muestra de la suspensión celular se mezcló en 

proporción 1:1 con azul de trypan, que es capaz de penetrar a través de la membrana de células 

muertas o dañadas, pero no de células vivas, que se observan refringentes sobre el fondo azul del 

medio. A continuación, 10 μL de esta mezcla se depositaron en una cámara de contaje y se 

introdujo en el contador electrónico Countess® Automated Cell Counter (Thermo Fisher 

Scientific). Este contador es capaz de discriminar las células viables de las no viables, ofreciendo 

estos valores en número de células por mililitro. El recuento se hizo siempre por duplicado. 

 

7.3.3. Congelación y descongelación de las líneas celulares 

Para el mantenimiento de las líneas celulares, tanto las MLEC como las células EA.hy926 

se congelaron en distintos pases. En el caso de las MLEC, se congelaron células en pases entre 2 y 

5, para poder posteriormente utilizarlas. 

Para congelar las células, en primer lugar, se tripsinizaron de la forma explicada 

anteriormente. Las células se resuspendieron en 2 mL de medio frío con FBS al 50% y DMSO al 

10%. Para cada línea se utilizó su medio de cultivo específico. La suspensión celular resultante se 

pasó a un vial de crioconservación (Thermo Fisher Scientific) que se almacenó dentro de un 

recipiente relleno de isopropanol, en el que la temperatura va disminuyendo lenta y 

gradualmente siguiendo un  gradiente de 1ºC por minuto cuando se introduce en un 

ultracongelador a -80ºC. Después de 24 horas, las células se almacenaron en un tanque de 

nitrógeno líquido. 

En el caso de las MLEC, para tener células suficientes, congelamos 2 placas de 60 mm 

llenas en un criovial. Para las EA.hy926 se congelaron entre 7,5 x 105 y 106 células por criovial. 

Para su descongelación, se introdujeron los viales en un baño de agua a 37ºC y, una vez 

descongelados, se transfirió rápidamente el contenido a 10 mL del medio de cultivo específico 

de cada línea celular. Se centrifugó la suspensión celular a 600 x g durante 3 minutos. El 

precipitado se resuspendió en la cantidad adecuada de medio de cultivo y se sembraron las 

células en una placa de cultivo. 
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7.3.4. Generación de clones estables de EA.hy926 

Para la realización de este trabajo, las células de la línea EA.hy926 fueron infectadas con 

un vector portador del gen de endoglina larga o corta (células L-ENG+ o S-ENG+ 

respectivamente), o bien con el vector vacío (células Mock). El vector ha sido anteriormente 

descrito en el apartado 2 de “Materiales y métodos”. La infección la llevó a cabo la Dra. Elena 

Llano (Centro de Investigación del Cáncer, CSIC, Salamanca). 

Según el protocolo aportado, se transfectó la línea celular 293T con el vector retroviral 

portador del gen de endoglina ya descrito –bien L-endoglina, bien S-endoglina o bien el vector 

vacío–, y el pCL-Ampho Retrovirus Packaging Vector. Se trata de una línea celular portadora de 

los genes virales en su genoma, por lo que se le denomina “empaquetadora de virus que, en 

nuestro caso, serán portadores del gen de L-endoglina o S-endoglina en cada caso. A las 48 horas, 

se recogió el medio de cultivo rico en partículas víricas (primer sobrenadante), se pasó por un 

filtro de 0,45 μm (Millipore), se centrifugó a 8.000 x g durante 8 minutos y se suplementó con 4 

μg/mL de polibrene (Sigma-Aldrich). Además, se recogió un segundo sobrenadante 8 horas más 

tarde. Para la infección, se incubaron 8 x 105 células EA.hy926 WT con el primer sobrenadante 

durante 8 horas a 37ºC. El proceso se repitió con el segundo sobrenadante. La selección de las 

células infectadas se llevó a cabo a las 24 horas mediante el tratamiento con 2 μg/mL de 

puromicina durante 3 días. 

 

 

7.4. Ensayos de proliferación celular 

7.4.1. Recuento directo del número de células 

Esta técnica requiere un elevado número de células, por lo que sólo se llevó a cabo con la 

línea EA.hy926. 

Se sembró el mismo número de células de cada una de las tres líneas, por duplicado. 

Uno de los duplicados se recontó a las 8 horas, cuando las células aún no han comenzado a 

dividirse, como control de siembra. El otro duplicado se recontó a las 72 horas. 

Los datos se representaron como la media de 3 experimentos. 

 

7.4.2. ELISA de BrdU 

El ensayo de inmunoadsorción enzimática (ELISA, del inglés, Enzyme Linked 

ImmunoSorbent Assay) es un método cuantitativo basado en la detección de un antígeno de 
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una muestra mediante anticuerpos que, directa o indirectamente, producen una reacción 

cuantificable espectrofotométricamente (Engvall & Perlmann, 1971). 

En este trabajo, utilizamos un ELISA para medir la cantidad de BrdU (5-bromo-2-

desoxiuridina) incorporada durante la síntesis del ADN en la proliferación celular (Roche), 

como aproximación a la tasa de proliferación de las células en cultivo. 

En primer lugar, sembramos 103 células por pocillo, por triplicado, en placas de 96 

pocillos. A las 24 horas de haber sembrado las células, las incubamos con la solución de BrdU 

durante 4 horas en el caso de las EA.hy926, y durante 24 horas en el caso de las MLEC, puesto que 

éstas proliferan más despacio. Como controles negativos, se sembraron respectivos pocillos de 

células de las tres líneas a las que no se les añadió la solución de BrdU. Una vez transcurrido el 

tiempo de incorporación de BrdU, se aspiraron los pocillos y se comenzó con el protocolo del 

ELISA. 

Tras fijar las células con una solución de fijación / desnaturalización durante media hora, 

se incubaron durante 90 minutos con una solución de anticuerpo primario monoclonal 

conjugado con peroxidasa, que se une específicamente a la BrdU incorporada en el ADN celular. 

Se lavaron los pocillos 3 veces con PBS 1X y se añadió la solución sustrato, consistente en 

tetrametil-benzidina. Durante la primera media hora de reacción se midió la placa en un lector a 

una longitud de onda de 370 nm, utilizando una longitud de onda de referencia de 492 nm. La 

señal será tanto mayor cuanta más BrdU se haya incorporado, es decir, cuanto más se hayan 

dividido las células. Los datos se analizaron con el software acoplado al lector de ELISA, Gen5 

(Bio-Tek). 

Los datos se representaron como la media de 3 experimentos. 

 

 

7.5. Ensayos de migración e invasión celular 

7.5.1. Ensayo de cierre de herida o scratch 

El ensayo de cierre de herida permite determinar la velocidad a la que las células migran, 

cuando se desplazan a través de una “herida”, “scratch” o región sin células en el soporte en el 

que están sembradas. 

Se sembró un número de células EA.hy926 Mock, L-ENG+ y S-ENG+ en placas de 6 

pocillos, de tal forma que al día siguiente las células de cada pocillo estuviesen confluentes, esto 

es, 3 x 105 células por pocillo, por duplicado. Al día siguiente, con la ayuda de una punta de 
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micropipeta de 2 μL, se practicaron 6 scratches, 3 horizontales y 3 verticales, en la monocapa de 

células. Se lavaron los restos celulares y se incubaron las células con medio fresco. 

Con la ayuda de una cámara acoplada a un microscopio de contraste de fases, se 

tomaron fotos de 4 regiones por cada pocillo, cada 30 minutos durante 20 horas. Las células se 

mantuvieron en todo momento en una atmósfera a 37ºC, y CO2 al 5%. 

Se tomaron las fotografías iniciales de cada región, y aquellas correspondientes a un 

tiempo en el que no se hubiese cerrado completamente ningún scratch, en nuestro caso, 14,5 

horas. Con ayuda de una plantilla, se midió la anchura de del scratch inicial en 10 puntos 

diferentes de cada región fotografiada (Figura 24A), así como la distancia en esos mismos 10 

puntos transcurrido el tiempo indicado (Figura 24B). La diferencia entre estas dos distancias se 

consideró la distancia migrada por las células en ese tiempo, es decir, la velocidad de migración 

celular. 

Los datos se representaron como la media de 3 experimentos. 

 

A. 

 

B. 

 

Figura 24. Ensayo de cierre de herida o scratch 

A. Microfotografía de las células EA.hy926 confluentes a las que se les acaba de practicar el 
scratch en la monocapa. B. Misma región de células tras 14,5 horas en cultivo. 
 

 

Este experimento no se pudo llevar a cabo con las MLEC porque necesitan cobertura 

para crecer en placa. La realización de la herida elimina la cobertura en esa región, por lo que las 

células no migran sobre ella. 
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7.5.2. Ensayo de migración a través de transwell 

Esta técnica permite medir la capacidad de las células para migrar a través de una 

membrana con poros de 8 μm.  

Se marcaron las células, bien las MLEC o bien las EA.hy926, con calceína-AM. Se 

sembraron 6 x 104 células en el compartimento superior del transwell en medio de cultivo sin 

FBS para las EA.hy926, y con FBS al 5% para las MLEC. El compartimento inferior se llenó con 

medio con FBS al 10% para las EA.hy926, y FBS al 20% para las MLEC, en ambos casos 

suplementado con 5 ng/mL de VEGF murino. Se generó así un gradiente de citoquinas que imita 

las condiciones que tienen lugar en la angiogénesis (Figura 25). Se sembró una muestra de la 

suspensión de cada línea celular en un pocillo como control de siembra. 

Para analizar la capacidad de las células de invadir y migrar a través de la matriz 

extracelular, se utilizó el mismo diseño experimental pero, en este caso, se sembraron las células 

sobre transwell con 100 μL de Matrigel®. 

En cualquiera de los dos casos, se midió la fluorescencia del compartimento inferior a las 

0, 2, 4, 6, 8, 24 y 48 horas. Gracias a la utilización de transwell con FluoroBlockTM (Corning), es 

decir, con la membrana porosa opaca, se pudo determinar la fluorescencia sólo de las células 

que habían pasado a través del transwell al compartimento inferior. 

Los datos se representaron como la media de 3 experimentos. 

 

 

Figura 25. Esquema del experimento con transwell 

Compartimentos superior e inferior. Dependiendo del objetivo del estudio, bien invasividad o 
bien migración, se utilizó o no Matrigel® en el transwell. 
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7.6. Ensayo de formación de estructuras similares a capilares in vitro 

Una característica de las células endoteliales es su capacidad para formar estructuras 

reticuladas bidimensionales al cultivarlas sobre una matriz, ya sea de Matrigel®, colágeno, 

fibrina u otros componentes poliméricos (Francescone III et al, 2011). 

 

7.6.1. Siembra de las células en Matrigel® para la formación de “pseudocapilares” 

Las células de la línea EA.hy926 infectadas fueron sembradas sobre 300 μL de  Matrigel® 

polimerizado en placas de 24 pocillos, por duplicado, y se incubaron a 37ºC, 5% CO2 durante 12 

horas, tiempo suficiente para la formación de pseudocapilares. 

Transcurrido ese tiempo, se fotografiaron los pseudocapilares a 10 aumentos, utilizando 

un microscopio de contraste de fases. Se determinó el centro del pocillo, a partir del cual se 

tomaron las fotografías: para cada uno de ellos, se obtuvo una imagen final formada por 25 

imágenes, 5 x 5, que tenían como centro el centro del pocillo. Así se obtuvo una imagen aleatoria 

que abarcaba la mayor parte del pocillo, y que posteriormente se analizó. 

 

7.6.2. Análisis y cuantificación de las imágenes 

Para las imágenes obtenidas, se cuantificaron la cantidad de ramificaciones y puntos de 

unión, así como la longitud media de las ramificaciones. 

 

A. 

 

B. 

 

Figura 26. Análisis digital de los pseudocapilares en Matrigel® 

A. Microfotografía de las células EA.hy926 formando pseudocapilares tras 12 horas en cultivo en 
Matrigel®. B. Imagen que ofrece el software Fiji tras aplicar la herramienta “skeletonize”. 
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Para el análisis, se utilizó el software Fiji. Las imágenes fueron digitalizadas, y el patrón 

obtenido se convirtió en un esqueleto de ramificaciones y nexos de unión gracias a la 

herramienta “skeletonize” en 2D de Fiji (Figura 26). Sobre este esqueleto digitalizado de las 

estructuras bidimensionales, el software dibuja y recuenta las ramificaciones y los nexos. 

Los datos se representaron como la media de 3 experimentos. 

 

 

7.7. Análisis de la expresión de proteínas mediante inmunofluorescencia de células en 

cultivo  

Las células se sembraron sobre cubreobjetos de cristal estériles. Una vez alcanzada la 

confluencia adecuada, se lavaron con PBS 1X. A continuación, se fijaron las células con PFA al 4% 

(Sigma-Aldrich) y, tras un lavado con PBS, se acomplejó el PFA con NH4Cl 4 mM para impedir su 

interferencia posterior. Los cubreobjetos se incubaron con solución de bloqueo, consistente en 

BSA al 2% (del inglés, Bovine Serum Albumina) y se lavaron con PBST (PBS, Tween-20 al 0,05%; 

Sigma-Aldrich). Las células se incubaron con anticuerpo primario, durante 3 horas a 

temperatura ambiente. Tras la incubación, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se incubaron 45 

minutos con anticuerpo secundario fluorescente. Los anticuerpos se prepararon a la 

concentración indicada en la Tabla 4. Después de la incubación con el anticuerpo secundario, se 

lavó 3 veces con PBS 1X y se tiñeron los núcleos incubando los cubreobjetos en una solución 

acuosa 2 μM de Hoechst 33258 (Thermo Fisher Scientific) durante unos segundos. En último 

lugar se montaron los cubreobjetos sobre un portaobjetos utilizando 10 μL de ProLong Gold 

Antifade. Analizamos las preparaciones en un microscopio de contraste de fases. 

 

Tabla 4. Condiciones inmunofluorescencia de células en cultivo 

Epítopo Anticuerpo Fluoróforo Hospedador Dilución 

Endoglina  
humana Primario - Ratón Ninguna 

IgG de ratón Secundario AlexaFluor® 
568 Burro 1:300 en  

BSA al 0,5% en PBS 
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7.8. Análisis de la expresión de proteínas mediante citometría de flujo 

Las células en cultivo, tanto las MLEC como las células EA.hy926 se tripsinizaron y se 

resuspendieron en 100 μL de PBS/CM 1X (PBS, CaCl2 1 mM, MgSO4 1 mM), asegurándonos de 

que teníamos al menos 105 células. 

Tras centrifugar la suspensión celular a 600 x g durante 3 minutos, se añadió el 

anticuerpo frente a la proteína de interés, marcado con un fluoróforo, que viene detallado en la 

Tabla 5. Tras 15 minutos de incubación a temperatura ambiente, se centrifugaron las células 600 

x g durante 3 minutos y se resuspendieron en PBS/CM 1X, repitiendo este procedimiento dos 

veces más. Finalmente se resuspendieron las células en unos 250 μL de PBS/CM 1X. 

 

Tabla 5. Condiciones citometría de flujo 

Epítopo Fluoróforo Hospedador Dilución 

Endoglina humana PE (ficoeritrina) Ratón 1:20 en PBS/CM 
 

 

La suspensión celular marcada se hizo pasar por un citómetro de flujo modelo 

FACScaliburTM (BD Biosciences), instalado en el Centro de Investigación del Cáncer (CSIC, 

Salamanca).  

Se adquirieron 104 células por muestra de MLEC y 2 x 104 células por muestra de células 

EA.hy926. Se hizo el experimento por triplicado. 

Los resultados se representan como un experimento de cada uno de los modelos 

celulares MLEC o EA.hy926, representando en cada uno las líneas L-ENG+ o S-ENG+  y sus 

respectivos controles. 

 

 

8. Análisis del nivel de expresión de proteínas por Western blot 

El método del Western blot (Gallagher et al, 2004) permite la identificación de proteínas 

de un extracto celular o tejido. Se basa en la separación de las proteínas de una muestra en un gel 

de poliacrilamida en función de su tamaño, y su posterior transferencia a una membrana. En 

dicha membrana son reconocidas mediante la utilización de anticuerpos específicos contra las 

proteínas que se desean identificar (anticuerpos primarios), y anticuerpos secundarios, que 
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reaccionan con los anticuerpos primarios y están conjugados con la enzima peroxidasa de 

rábano picante (HRP, del inglés, HorseRadish Peroxidase) que, al reaccionar con su sustrato, 

produce una reacción  fácilmente detectable y proporcional a la cantidad de proteína de la 

muestra. 

 

 

8.1. Obtención de extractos de proteínas de tejidos y células 

Para la extracción de proteínas de tejido, se pulverizaron los tejidos en hielo seco y se 

pesaron 20-30 mg del pulverizado. Se lisó el tejido con 200 μL de tampón de lisis (Tris base 20 

mM, pH 7,5; NaCl 140 mM, EDTA 50 mM, glicerol al 10% e IGEPAL CA-630 al 1%), en frío, al que 

se añadieron inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se lisó la muestra con el uso de micropistilos. 

Las placas con las células en cultivo se colocaron sobre hielo para ralentizar el 

metabolismo celular. Se lavaron con PBS 1X frío para retirar el medio de cultivo y posibles restos 

celulares y se lisaron con tampón de lisis frío, al que se añadieron inhibidores de proteasas y 

fosfatasas. Se lisó la muestra con el uso de rascadores. 

En ambos casos, el lisado celular se centrifugó a 14.600 x g a 4ºC durante 10 minutos. 

Después de la centrifugación, se recogió el sobrenadante (extracto de proteínas) y las muestras 

se almacenaron a –20ºC hasta su uso. 

 

 

8.2. Determinación de la concentración de proteínas 

Para la cuantificación de la concentración proteica de nuestros extractos celulares, se 

siguió el protocolo del kit comercial colorimétrico DCTM Protein Assay (Bio-Rad), basado en el 

método de Lowry (Lowry et al, 1951). Para las muestras de tejido, se hizo previamente una 

dilución 1:8 de la muestra en tampón de lisis. Se hizo reaccionar una muestra de cada uno de los 

extractos proteicos, así como de cada uno de los puntos de una recta patrón (obtenida mediante 

la dilución seriada de una dilución proteica de concentración conocida), con los reactivos del 

kit. Se midió la absorbancia del producto de reacción a 720 nm en un lector de placas de ELISA 

(BioTek). Los valores de absorbancia de las muestras problema se extrapolaron en la recta de 

absorbancias obtenida a partir de las diluciones seriadas, utilizando el software Gen5. 
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8.3. Preparación de las muestras y electroforesis 

Se prepararon las muestras en condiciones desnaturalizantes añadiendo tampón de 

carga (Tris 125 mM, glicerol al 10%, SDS al 2%, β-mercaptoetanol al 1% y azul de bromofenol al 

0.0005%; pH 6,8), y se hirvieron a 100º C durante 3 minutos (Laemmli, 1970).  

Las proteínas se separaron mediante una electroforesis vertical en gel, o SDS–PAGE (del 

inglés, Sodium Dodecyl Sulphate – PolyAcrilamide Gel Electrophoresis), con distinto porcentaje 

de poliacrilamida según el tamaño de la proteína a analizar (Tris base 0,4 M, pH 8.8; APS al 0,1%, 

TEMED al 0,08% y acrilamida diluida al porcentaje deseado). El gel se sometió posteriormente a 

una electroforesis, en cubetas Mini-PROTEAN®III (Bio-Rad) sumergido en tampón de 

electroforesis (Tris 25 mM; glicina 192 mM y SDS 1,7 mM) y aplicando un voltaje constante de 130 

voltios (V). En paralelo a las muestras, cargamos en el gel un marcador de proteínas de pesos 

moleculares conocidos (Thermo Fisher Scientific). 

 

 

8.4. Transferencia 

Las proteínas separadas e incluidas en el gel de acrilamida se transfirieron a una 

membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF; del inglés, PolyVinyliDene Fluoride; Pall 

Corporation). 

La transferencia se llevó a cabo mediante el método en húmedo en la cubeta Mini 

PROTEAN®III, a una intensidad de corriente constante de 400 mA durante 1 hora, en tampón 

de transferencia (glicina 192 mM, Tris 25 mM, pH 8.3) y en hielo. 

 

 

8.5. Bloqueo e incubación con los anticuerpos 

Previamente a la incubación con anticuerpos, se procedió al bloqueo de los lugares de la 

membrana no ocupados por proteínas. Para ello, una vez finalizada la transferencia se lavó la 

membrana con tampón de lavado (Tween-20 al 0.1%, NaCl 150 mM, Tris 20 mM, pH 7.5) y se 

incubó con tampón de bloqueo (BSA en tampón de lavado; la concentración de BSA depende 

de la proteína estudiada, variando entre el 1 y el 5%), durante 1 hora a temperatura ambiente (o 

toda la noche a 4ºC), en agitación.  

A continuación, se incubó la membrana con el anticuerpo primario, diluido en solución 

de bloqueo, durante al menos 90 minutos a temperatura ambiente (o toda la noche a 4ºC), en 
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agitación. Las condiciones a las que se emplearon los anticuerpos se encuentran en la Tabla 6. 

Tras la incubación con el anticuerpo primario, se hicieron 3 lavados de 5 minutos con tampón de 

lavado y se incubó la membrana con el correspondiente anticuerpo secundario (una 

inmunoglobulina, IgG, conjugada con HRP), diluido en tampón de lavado, durante 30-45 

minutos, a temperatura ambiente, en agitación. Se hicieron 3 lavados de 15 minutos del 

anticuerpo secundario. 

 

Tabla 6. Anticuerpos y condiciones de Western blot 

Epítopo kDa Anticuerpo primario Anticuerpo secundario 

Endoglina humana 92 AcP de conejo 1:1.000 Anti-conejo 1:15.000 

HA tag 92 AcM de ratón 1:1.000 Anti-ratón 1:15.000 

β-actina 42 AcM de ratón 1:5.000 Anti-ratón 1:15.000 

Tubulina 55 AcM de ratón 1:1.000 Anti-ratón 1:15.000 
 

 

8.6. Revelado  

Para la detección de la señal ofrecida por el anticuerpo secundario, se utilizó un sistema 

basado en la oxidación del luminol potenciada con fosfo–iodofenol.  

Las membranas se incubaron durante un minuto con una solución basada en estos 

reactivos (Tris 0,1M, pH 9,35; luminol 2,2 mM, p-iodofenol 2,2 mM), suplementada con H2O2 al 

0,03-0,06%. La catálisis del H2O2 por la HRP unida al anticuerpo secundario libera O2, que oxida 

el luminol. El luminol oxidado emite luminiscencia, señal que será tanto mayor cuanta más 

proteína haya, puesto que unirá mayor cantidad de anticuerpo y habrá más catálisis enzimáticas 

en ese punto.  

Inmediatamente y en la oscuridad, se impresionó la membrana en una película de 

autorradiografía, que quedará velada en aquellas zonas donde la membrana emita 

luminiscencia, tanto más cuanto mayor sea ésta.  

Tras su exposición, se introdujo la película en una máquina de revelado que sumerge las 

películas en los líquidos de revelado, fijado y lavado, sucesivamente. Por último, la película 

obtenida fue digitalizada. 
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9. Análisis del nivel de expresión génica por qPCR 

9.1. Extracción de ARN 

9.1.1. Extracción de ARN de células en cultivo 

Se sembraron las células en placas de 35 mm y se dejó que alcanzaran un estado de 

subconfluencia (aproximadamente del 90%). Cuando estuvieron listas, se empleó el kit 

comercial NucleoSpin®RNA II (Macherey-Nagel) para aislar el RNA. Las células se lisaron en el 

tampón RA1 del kit, suplementado con β-mercaptoetanol al 1%. El lisado se pasó por una 

columna de filtrado para limpiar la muestra. El eluido filtrado se pasó a una columna con una 

membrana que retiene ácidos nucleicos. Tras ajustar las condiciones para la unión de los ácidos 

nucleicos a la membrana, ésta se incubó con ADNasa recombinante, que digiere el ADN. Una 

vez hubo sólo ARN en la membrana, se hicieron 3 lavados con dos tampones de lavado 

diferentes, y se eluyó el ARN en H2O DEPC. 

El ARN obtenido se cuantificó en un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Thermo 

Fisher Scientific) y se almacenó a –80ºC. 

 

9.1.2. Extracción de ARN de plugs y anillos de aorta 

La purificación de ARN de células contenidas en Matrigel® ofrece peor rendimiento, 

por lo que adaptamos el protocolo del kit anteriormente descrito añadiendo 0,2 μg/μL de 

proteinasa K al lisado. Se incubó el lisado con proteinasa K durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, y otros 10 minutos a 55ºC. La muestra digerida se centrifugó a 10.000 x g durante 3 

minutos. El protocolo continuó con normalidad utilizando como muestra el sobrenadante, en el 

que nos hemos deshecho de las proteínas de la matriz fibrosa que constituía el Matrigel®. 

Utilizamos el kit NucleoSpin® RNA II para las muestras de plugs y el kit NucleoSpin® 

RNA XS, adaptado para muestras pequeñas, para los sprouts de anillos de aorta. En la Figura 27 

se muestran las columnas de unión de ácidos nucleicos de ambos kits al detalle. 

 

9.1.3. Extracción de ARN de retina y otros tejidos 

Se empleó el mismo kit NucleoSpin® RNA II, tanto para las retinas de ratones de 17 días 

de edad, como para las muestras de corazón, pulmón, riñón e hígado de ratones adultos. 
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En este caso, al tratarse de un tejido, nos ayudamos de micropistilos para su 

homogenizado en el tampón de lisis del kit. 

 

A. 

 

B. 

 

Figura 27. Kit de extracción de ARN: NucleoSpin® RNA 

A. Esquema del protocolo. B. Detalle de las columnas NucleoSpin® RNA XS, con una membrana 
más pequeña para muestras pequeñas. 
 

 

9.2. Obtención de ADNc 

Para el análisis de la expresión génica necesitamos utilizar ADN como sustrato de la 

reacción. Las transcriptasas reversas virales, descubiertas en 1970, sintetizan ADN copia a partir 

de ARN (Baltimore, 1970; Temin & Mizutani, 1970), lo que permite obtener ADNc a partir del 

ARNm purificado de nuestras muestras (Kacian & Myers, 1976). 

Con el fin de sintetizar ADNc, se diluyeron 250 ng de ARN de cada muestra con agua 

DEPC hasta un volumen final de 16 μL. Se añadieron 4 μL de la iScript RT Supermix 5X (Bio-Rad), 

que contiene transcriptasa reversa, dNTP, oligo(dT), random primers, inhibidor de RNAsas, 

estabilizadores de MgCl2 y el tampón de reacción. Los 20 μL totales fueron incubados en un 

termociclador MyCycler (Bio-Rad) a 25ºC durante 5 minutos, seguidos de 30 minutos a 42ºC y 5 

minutos finales a 85ºC. 

El ADNc obtenido se almacenó a -20ºC. 

 

 

9.3. Preamplificación del ADNc 

En determinadas muestras, el ARN obtenido no permite obtener suficiente ADNc, por lo 

que nuestro equipo de qPCR no es capaz de determinar de forma precisa la expresión relativa de 
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un determinado gen. Fue necesario llevar a cabo un paso previo de “preamplificación”. Esto 

sucedió para las muestras obtenidas a partir de plugs y de sprouts anillos de aorta. 

La preamplificación consiste en una reacción de PCR convencional de 10-12 ciclos, en la 

que no es necesario utilizar ningún compuesto de tinción del ADN –en nuestro caso SYBR-

Green– y que rinde una mayor cantidad de ADNc que utilizar como punto de partida para la 

qPCR. La base de la reacción de PCR se detalla en el apartado 9.6 de estos “Materiales y 

métodos”. 

Para la preamplificación, se preparó un pool de cebadores específicos para los genes de 

interés. Los cebadores de preamplificación utilizados, PrimePCR Preamp Assays 2X (Bio-Rad) 

se detallan en la Tabla 7. Se utilizó la SsoAdvanced PreAmp Supermix (Bio-Rad), que contiene 

una ADN polimerasa de nueva generación, dNTP, sales, potenciadores de la reacción y 

estabilizadores. Utilizamos 9 μL de nuestra muestra de ADNc, a los que añadimos 2 μL de H2O 

DEPC, 5 μL del pool de cebadores y 25 μL de la Supermix. Los 50 μL totales fueron incubados en 

un termociclador MyCycler (Bio-Rad) a 95ºC durante 3 minutos, seguidos de 12 ciclos de 95ºC 

durante 15 segundos y 58ºC durante 4 minutos. 

 

Tabla 7. Cebadores comerciales para preamplificación 

Gen diana Referencia Gen diana Referencia 

Eng qMmuCED0046322 Tek qMmuCID0015486 

Pecam1 qMmuCID0005317 Cdh5 qMmuCID0005343 

Prom1 qMmuCED0047306 Tjp1 qMmuCID0005277 

Cd34 qMmuCED0044193 Cspg4 qMmuCID0022407 

Dll4 qMmuCID0016240 Pdgfrb qMmuCED0045914 

Kdr qMmuCID0005890 Acta2 qMmuCID0006375 

Notch1 qMmuCED0045879 Pdgfb qMmuCID0006375 

Jag1 qMmuCID0022326 Cxcl12 qMmuCID0019961 
 

 

Una muestra del ADNc obtenido se diluyó 1:5 en H2O DEPC. Para las qPCR utilizamos la 

muestra diluida. La muestra sin diluir y la dilución se almacenaron a -20ºC. 
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9.4. Reacción de PCR para muestras preamplificadas 

La preamplificación tiene la limitación de que rinde ADNc de la región que se 

preamplifica para cada gen, no de todo el ADNc obtenido a partir de los ARNm completos. Esto 

hace necesario, en la posterior PCR, utilizar una pareja de cebadores que anille en una zona 

comprendida en esa región. En este caso utilizamos los cebadores comerciales PrimePCR 

Assays (Bio-Rad) correspondientes a los cebadores de preamplificación utilizados, y detallados 

en la Tabla 8. Dado que desconocemos la secuencia de los cebadores, no podemos conocer las 

características del amplicón. 

 

Tabla 8. Cebadores comerciales para qPCR 

Gen diana Referencia Gen diana Referencia 

Eng qMmuCID0010792 Tek qMmuCID0015486 

Pecam1 qMmuCID0005317 Cdh5 qMmuCID0005343 

Prom1 qMmuCED0047306 Tjp1 qMmuCID0005277 

Cd34 qMmuCED0044193 Cspg4 qMmuCID0022407 

Dll4 qMmuCID0016240 Pdgfrb qMmuCED0045914 

Kdr qMmuCID0005890 Acta2 qMmuCID0006375 

Notch1 qMmuCED0045879 Pdgfb qMmuCID0017307 

Jag1 qMmuCID0022326 Cxcl12 qMmuCID0019961 
 

 

9.5. Diseño de cebadores para qPCR 

Para el análisis de la expresión de los genes de interés en aquellas muestras que no 

habían sido preamplificadas, fue necesario diseñar secuencias de cebadores y comprobar su 

eficacia en la amplificación de una sola secuencia génica específica. 

Para el diseño de cebadores, se utilizó la base de genes del NCBI (National Center for 

Biotechnology Information, USA). Gracias a su herramienta Primer-BLAST, se seleccionó la 

pareja de cebadores que se consideró que mejor reunía los requisitos, a saber, longitud del 

amplicón en torno a 100 pares de bases, porcentaje de pares GC en torno al 50%, y grado de 

autocomplementariedad bajo. 

Para comprobar el funcionamiento de la pareja de cebadores en cada caso, se llevaron a 

cabo dos pruebas. En primer lugar, un gradiente de temperaturas consistente en una qPCR que 

utiliza diferentes temperaturas de anillamiento. Esta prueba nos permitió, por una parte, elegir la 
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temperatura de anillamiento a la que mejor funcionasen nuestros cebadores, esto es, que 

ofreciese un Ct más bajo (ver apartado 9.6). Por otro lado, el análisis de la curva de melting del 

producto de PCR, nos permitió saber si se había amplificado un solo producto o habían habido 

amplificaciones inespecíficas que invalidasen el uso de estos cebadores. Cabría la posibilidad de 

que dos productos de PCR de diferente longitud tuviesen una curva de melting similar por su 

composición en pares de bases, por lo que llevamos a cabo una electroforesis en gel de agarosa 

de los productos de qPCR obtenido en la anterior prueba. Esto nos permitió comprobar que 

nuestra pareja de cebadores sólo ofrecía un producto de PCR.  

Posteriormente, comprobamos la eficiencia de amplificación de nuestra pareja de 

cebadores, amplificando diluciones seriadas 1:3 de una muestra, y comprobando que el 

producto de PCR obtenido en cada muestra conservaba la proporción con respecto a la muestra 

sin diluir. Así, se elaboró una recta que enfrentaba el Ct con la dilución de la muestra. Se dieron 

por válidas rectas con un valor de R2 superior a 0,99. Además, la eficiencia, es decir, la proporción 

de ADN que rendía la reacción de PCR en cada muestra, o pendiente de la recta, debía estar entre 

el 90 y el 110%. 

Un resultado positivo en ambas pruebas validaba nuestros cebadores para su uso. 

Las parejas de cebadores de diseño propio utilizadas en este trabajo se detallan en la 

Tabla 9. 

 

 

9.6. PCR cuantitativa, qPCR o PCR a tiempo real 

La técnica de PCR consiste en la amplificación de regiones específicas de ADN gracias a 

la utilización de cebadores específicos que anillan a ambos flancos de dicha región, y a la acción 

de una enzima ADN polimerasa que sintetiza ADN nuevo mediante la copia de la secuencia de 

dicha región gracias a la elongación de los cebadores (Bessman et al, 1958). Se denomina “en 

cadena” porque esta copia se lleva a cabo durante sucesivos ciclos, que llevará a la amplificación 

exponencial del ADN en cuestión (Mullis et al, 1986). Se puede llevar a cabo partiendo de ADN 

genómico o de ADNc obtenido a través de la retrotranscripción del ARN. 

La PCR a tiempo real o qPCR permite monitorizar la cantidad de ADN al final de cada 

ciclo de amplificación gracias a la utilización de un fluoróforo que se une a ese ADN cuando está 

en estado de doble cadena (Woo et al, 1998). El software acoplado al termociclador registra la 

emisión de fluorescencia de cada una de las muestras a lo largo de la PCR y genera una curva de 

amplificación sigmoidea.  
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Tabla 9. Cebadores de diseño propio y condiciones de PCR 

Gen diana Secuencia de los cebadores (5’ → 3’) Tª de 
anillamiento 

Longitud 
amplicón (pb) 

ENG 
AGGTGCTTCTGGTCCTCAGT 

65 167 
CCACTCAAGGATCTGGGTCT 

S-ENG 
GGAAGTCCATAGGACTGTCTTCA 

65 192 
CACTGTGGGGGCCTGGGGTA 

Eng 
GACTTCAGATTGGAATACCTTGG 

59 108 
CAGTGCCGTGTCTTTCTGTAAT 

Pecam1 
CGGTTATGATGATGTTTCTGGA 

59 106 
AAGGGAGGACACTTCCACTTCT 

Cd34 
GGGTAGCTCTCTGCCTGATG 

59 151 
TGGCTGGTACTTCCAGGGAT 

Cd133 
ATTAAGTGGAAGGAGCCCAGC 

59 116 
GAACGGTCTCCAAGGTGGTC 

Kdr 
GGCGACTATGTTTGCTCTGC 

59 86 
GCCATGCGCTCTAGGATGAT 

Notch1 
CAGTGCAACCCCCTGTATGA 

59 101 
TCTAGGCCATCCCACTCACA 

Tek 
AACAAGAGCGAGTGGACCAT 

59 186 
TCCATGGCGCCTTCTACTAC 

Cdh5 
ATTGGCCTGTGTTTTCGCAC 

59 110 
CACAGTGGGGTCATCTGCAT 

Pdgfrb 
AGGACAACCGTACCTTGGGTGACT 

59 89 
CAGTTCTGACACGTACCGGGTCTC 

Rps13 
GATGCTAAATTCCGCCTGAT 

59 120 
TAGAGCAGAGGCTGTGGATG 

Actb 
TCTACAAATGTGGCTGAGGACT 

59 117 
GAGGGACTTCCTGTAACCACTT 

 

 

La PCR se preparó sobre un volumen final de 20 μL. En los casos en los que utilizamos 

cebadores “caseros”, se mezcló 1 μL de cDNA, 10 μL de la Supermix iQ™ SYBR®Green (Bio-

Rad), 0,4 μL de cada cebador y 8,2 μL de H2O mQ. Para cebadores comerciales, se mezcló 1 μL de 
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cDNA, 10 μL de la Supermix iQ™SYBR®Green, 1 μL del PrimePCR Assay y 8 μL de H2O mQ. La 

reacción se llevó a cabo en un termociclador iQTM 5 (Bio-Rad), empleando un protocolo que 

incubó la reacción a 95ºC durante 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 30 

segundos a la temperatura de anillamiento específica y 30 segundos a 72ºC. En el caso de los 

cebadores comerciales, la temperatura de anillamiento es siempre de 60ºC. La cámara acoplada 

al termociclador toma una imagen de la muestra al final de cada ciclo, detectando la señal 

fluorescente, mayor cuanto más producto de PCR, al haber más ADN de doble cadena. Una vez 

terminado el protocolo, la temperatura del termociclador aumenta desde 70ºC a 95ºC, de forma 

gradual en ciclos de 10 segundos, con un aumento de 0,5ºC en cada ciclo y tomando una 

fotografía al final de cada cclo. Esto lleva a la desnaturalización del ADN, obteniendo la curva de 

melting o disociación de nuestro producto de PCR, que debe ser única para confirmar que se 

trata de un producto único. 

El software acoplado al termociclador establece una línea de threshold, es decir, una 

línea horizontal que corta a las curvas de amplificación de cada muestra cuando todas ellas están 

en su fase exponencial. Después calcula los niveles de expresión relativos de las diferentes 

muestras en función de sus Ct, es decir, del ciclo de amplificación de cada muestra en el que la 

curva de amplificación en fase exponencial corta la línea de threshold. Un Ct más bajo indica una 

mayor cantidad de ADN del gen en cuestión, puesto que significa que en esa muestra se alcanza 

antes la fase exponencial de amplificación.   

Se utilizaron como housekeeping la expresión de los ARNm de RPS13 (del inglés, 

Ribosomal Protein S13) y de β-actina en ratón, y del ARNm de GAPDH (del inglés, 

GlycerAldehyde 3-Phosphate DeHydrogenase) en humano. 

 
 
 
10. Tratamiento de los datos y análisis estadísticos 

Todos los resultados se expresaron como la media ± el error estándar de la media 

(EEM). En la experimentación in vivo se utilizaron al menos ocho animales para cada grupo, 

siempre que fue posible, y en la experimentación in vitro se hicieron, al menos, tres 

experimentos.  

Se aplicó el test D’Agostino—Pearson a los conjuntos de datos para comprobar si su 

distribución se ajustaba a una campana de Gauss. En caso afirmativo, se aplicaron test 

estadísticos paramétricos, y se utilizaron test no paramétricos para analizar conjuntos de datos 

que no presentaban una distribución normal. El test D’Agostino—Pearson no se puede aplicar 
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para conjuntos con menos de 8 datos, por lo que en estos casos se aplicó el test de normalidad de 

Kolmogorov-Smirnov. 

Para datos normales, se utilizó el test estadístico de análisis de la varianza (ANOVA) para 

determinar las diferencias significativas entre más de dos grupos de datos. Consideramos 

significativo un valor de p <0,05. En caso de encontrar diferencias significativas en el estudio del 

ANOVA, empleamos el test de Dunnett para las comparaciones “post hoc”. Como test no 

paramétrico, se empleó el test de Kruskal-Wallis, con las mismas condiciones. En este caso, el 

post-test utilizado fue el test de Dunn’s. 

En el análisis de los datos de qPCR, se aplicó una transformación logarítmica del valor de 

expresión relativa obtenido. Esto permitió transformar la distribución de los datos, con sesgo 

positivo, en una distribución normal. Una vez transformado el conjunto de datos, se puede 

conocer si hay outliers en la muestra y eliminarlos. Sobre el valor transformado aplicamos los 

test estadísticos mencionados. 

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo con Microsoft Excel 2016 y GraphPad Prism 6. 
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Tabla 10. Relación de reactivos y productos utilizados 

Reactivo / Producto Referencia Casa comercial 

ADN polimerasa 10.003 Biotools 

ADNasa D5025 Sigma-Aldrich 

Advanced-DMEM F-12 12634 Thermo Fisher Scientific 

Agarosa 50000 Lonza 

Agujas 19 gauges 4657799 Braun 

Agujas 23 gauges 4657667 Braun 

Agujas 25 gauges 9186158 Braun 

APS (Persulfato de amonio) A3678 Sigma-Aldrich 

Azul de bromofenol B8026 Sigma-Aldrich 

Azul de trypan T10282 Thermo Fisher Scientific 

Bisacrilamida 161-0107 Bio-Rad 

BSA (albúmina sérica bovina) A7906 Sigma-Aldrich 

Buprex (buprenorfina) - RB Pharmaceuticals 

Calceína-AM 17783 Sigma-Aldrich 

Cebadores PCR - Isogen Life Science 

Cell strainer 353250 Corning 

Colagenasa C7926 Sigma-Aldrich 

Colágeno bovino tipo I 354231 Corning 

Crioviales 5000-0020 Thermo Fisher Scientific 

Cubreobjetos 200x200 Thermo Fisher Scientific 

DCTM Protein Assay (Lowry) 5000112 Bio-Rad 

Dispasa 354235 Corning 

DMEM 41966 Thermo Fisher Scientific 

DMSO (dimetil sulfóxido) 154938 Sigma-Aldrich 

dNTP 11277049001 Roche 

DTT (ditiotreitol) D0632 Sigma-Aldrich 

ECGS (Suplemento células endoteliales) GEN-ECGS-50 Generon 

EDTA (etilendiaminotetracético) E5134 Sigma-Aldrich 

ELISA BrdU 11 647 229 Roche 

Espermidina S0266 Sigma-Aldrich 

Etanol 100983 Merk 
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FBS (Suero bovino fetal) 10270 Thermo Fisher Scientific 

FGF murino 3139-FB R&D Systems 

Fibronectina bovina F1141 Sigma-Aldrich 

FITC-lectina 3450-048-FL Trevigen 

Formol 10% 252931.1214 PanReac 

Gelatina G9391 Sigma-Aldrich 

Glicerol D4751 Sigma-Aldrich 

Glicina 161-0724 Bio-Rad 

Glutamina G8540 Sigma-Aldrich 

Ham’s F-12 21765 Thermo Fisher Scientific 

HCl H/1200/PB15 Thermo Fisher Scientific 

Heparina bovina H-0777 Sigma-Aldrich 

Hoechst 33258 H3569 Thermo Fisher Scientific 

Igepal CA-630 I3021 Sigma-Aldrich 

Inhibidores de fosfatasas PhosSTOP 04 906 837 Roche 

Inhibidores de proteasas Complete 11 697 498 Roche 

iScript RT Supermix 170-8841 Bio-Rad 

Isoflurano IsoFlo 34009XN Esteve 

Jeringas 20 mL 353086 Braun 

Jeringuillas 1 mL 9161406V Braun 

KCl P9333 Sigma-Aldrich 

KH2PO4 P5379 Sigma-Aldrich 

Luminol A8511 Sigma-Aldrich 

Marcador 1 kb 10787-018 Thermo Fisher Scientific 

Marcador pesos moleculares PageRulerTM 26616 Thermo Fisher Scientific 

Material quirúrgico - Fine Science Tools (F.S.T.) 

Matrigel® 356237 Corning 

Membranas de PVDF 66543 Pall Corporation 

Metanol 34885 Sigma-Aldrich 

MillicellEZ slide 8 pocillos PEZGS0816 Millipore 

MTT (metil tetrazolio) M5655 Sigma-Aldrich 

Na2HPO4 20908 Sigma-Aldrich 

NaCl S3014 Sigma-Aldrich 
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NH4Cl 141121 PanReac 

NucleoSpin® RNA II 740.955 Macherey Nagel 

NucleoSpin® RNA XS 740.902 Macherey Nagel 

p-iodofenol I10201 Sigma-Aldrich 

Películas Fuji Medical X-Ray Film Super RX 47410 Fuji Medical 

Penicilina – Estreptomicina 15140-122 Thermo Fisher Scientific 

PFA (paraformaldehído) P6148 Sigma-Aldrich 

Pipetas de plástico de 5, 10 y 25 mL - Corning 

Placas de cultivo - Corning 

Portaobjetos 76x26 Thermo Fisher Scientific 

ProLong® Gold Antifade P36934 Thermo Fisher Scientific 

Proteinasa K 03115879001 Roche 

Puntas micropipeta con filtro - Neptune 

Puntas micropipeta sin filtro 2000/80  /16  Deltalab 

Rascadores de células 353086 Corning 

RedSafe 21141 Intron Biotechnology 

SDS (Dodecil sulfato sódico) 152002C Bio-Rad 

Suero de cabra G9023 Sigma-Aldrich 

Sutura 5/0 no absorbible 06185 Aragó 

TEMED (tetrametil-etilendiamina) 142093 PanReac 

Transwell con FluoroBlockTM 351152 Corning 

Tripsina 0,25% - EDTA 0,02% 25200 Thermo Fisher Scientific 

Tris base 443866G Merck 

Triton-X100 X100 Sigma-Aldrich 

Tubos de plástico de 1,5 mL 175508 Nirco 

Tubos de plástico de 15 y 50 mL - Corning 

Tubos de plástico de 2 mL 4092.7N Deltalab 

Tween-20 P7949 Sigma-Aldrich 

VEGF murino 493-MV R&D Systems 

β-mercaptoetanol M6250 Sigma-Aldrich 
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Tabla 11. Relación de anticuerpos utilizados 

Anticuerpo Ensayo Referencia Casa comercial 

Endoglina murina Inmunofluorescencia 
retina MJ7/18 Hibridoma cedido  

por el Dr. Bernabéu 

Anti-IgG de rata 
Cy3 

Inmunofluorescencia 
retina 112-165-003 Jackson ImmunoResearch 

CD16 / CD32 Cultivo MLEC 553141 BD Biosciences 

CD102 Cultivo MLEC 553325 BD Biosciences 

Beads magnéticas 
oveja 

anti-IgG de rata 
Cultivo MLEC 100.35 Thermo Fisher Scientific 

Endoglina humana Inmunofluorescencia 
células TEA1/58.1 Hibridoma cedido  

por el Dr. Sánchez-Madrid 

Anti-IgG de ratón 
AlexaFluor®568 

Inmunofluorescencia 
células A10037 Thermo Fisher Scientific 

Endoglina humana Citometría de flujo 560839 BD Biosciences 

Endoglina humana Western blot H300 Thermo Fisher Scientific 

HA tag Western blot 18181 Abcam 

β-actina Western blot A5441 Sigma-Aldrich 

Tubulina Western blot DM1A Millipore 
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Tabla 12. Relación de equipos / aparatos utilizados 

Equipos / Aparatos Casa comercial 

Campana de flujo laminar vertical Gelaire TC-48 Flow Laboratories 

Cassette de revelado Amersham 

Centrífugas Eppendorf 

Countess® Automated Cell Counter Thermo Fisher Scientific 

Equipo electroforesis PCR Bio-Rad 

Equipo de Western blot Mini-Protean®III Bio-Rad 

Escáner Canon 

Fuente de alimentación Power Pac 3000 Bio-Rad 

Imán para tubos de 15 mL Thermo Fisher Scientific 

Incubador de células Forma Scientific 3111 Thermo Fisher Scientific 

Lector de placas ELISA EIx800 BioTek 

Lector de placas ELISA Epoch BioTek 

Lector de placas FluoroSkan Ascent Thermo Fisher Scientific 

Lupa Nikon 

Máquina anestesia inhalatoria MSS Isoflurane 

Máquina de revelado Medical X Ray Processor Kodak 

Microscopio confocal Leica 

Microscopio de contraste de fases 2 ELW 0.3 Nikon 

Microscopio de fluorescencia Axiovert 200M Carl Zeiss 

Nanodrop (ND-1000) Thermo Fisher Scientific 

Termociclador iQTM 5 Bio-Rad 

Termociclador MyCyclerTM Bio-Rad 

Transiluminador GelDoc Bio-Rad 

Ultracongelador Thermo Fisher Scientific 
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Tabla 13. Relación de fabricantes y casas comerciales 

Fabricante o Casa comercial Dirección 

Abcam http://www.abcam.com/  

Aragó http://www.laboratorioarago.com/ 

ATCC http://www.lgcstandards-atcc.org/ 

BD Biosciences http://www.bd.com/ 

Bio-Rad http://www.bio-rad.com/ 

Bio-Tek http://www.biotek.es/ 

Biotools http://biotools.eu/ 

Braun http://www.bbraun.es/ 

Canon http://www.canon.es/ 

Corning https://www.corning.com/ 

Cultrex Trevigen https://www.trevigen.com 

Deltalab http://www.deltalab.es/ 

Esteve http://www.esteve.es/ 

Fine Scientific Tools (F.S.T.) http://www.finescience.com/ 

Generon http://www.generon.co.uk/ 

Isogen Life Sciences http://www.isogen-lifescience.com/ 

Jackson ImmunoResearch https://www.jacksonimmuno.com/ 

Leica http://www.leica-microsystems.com/ 

Lonza http://www.lonza.com/ 

Macherey Nagel http://www.mn-net.com/ 

MIllipore http://www.merckmillipore.com/ 

Moor http://moor.co.uk/ 

Neptune http://neptunescientific.com/ 

Nikon http://www.nikoninstruments.com/ 

Pall Corporation http://www.pall.com/ 

PanReac http://www.panreac.es/ 

R&D Systems https://www.rndsystems.com/ 

Roche http://www.roche.es/ 

Sigma-Aldrich http://www.sigmaaldrich.com/ 



 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

❝Si el resultado confirma la hipótesis, has hecho una medida. 
Si el resultado es contrario a la hipótesis, entonces has hecho un descubrimiento.❞ 

Enrico Fermi 
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1. Estudio de la sobreexpresión de las isoformas de endoglina humana en 

el modelo animal desarrollado para el estudio 

Para abordar el estudio del papel de endoglina en angiogénesis, en este trabajo se ha 

utilizado un modelo animal en el que se ha sobreexpresado de forma ubicua endoglina humana, 

bien L-endoglina en el ratón L-ENG+, o S-endoglina en el ratón S-ENG+. Además se han utilizado 

ratones C57BL/6J como línea control o wild type (Figura 28).  

 

 
 

Figura 28. Modelo animal utilizado en el trabajo 

Líneas de ratones con los que se ha llevado a cabo este estudio, marcadas con el código de 
colores empleado. WT como controles, y L-ENG+ y S-ENG+, que sobreexpresan L-endoglina y 
S-endoglina humanas respectivamente, como ratones problema. 

 

 

 

Para comprobar que, efectivamente, estos ratones presentan elevados niveles de una u 

otra proteína en cada caso, se evaluaron los niveles de expresión de ARNm de las isoformas de 

endoglina humana en lisados de corazón, pulmón, riñón e hígado de ratones L-ENG+, S-ENG+ y 

ratones WT, utilizando para ello cebadores específicos para endoglina humana total y para S-

endoglina humana. Además, se analizaron mediante Western blot los niveles de endoglina 

humana en lisados de los mismos órganos de las tres líneas de ratones (Figura 29). No existen 

anticuerpos que reconozcan específicamente cada una de las isoformas, ya que su epítopo se 

encuentra en el dominio extracelular de endoglina, por lo que sólo podemos diferenciar ambas 

isoformas por la altura de la banda de Western blot, esto es, por la movilidad electroforética de la 

proteína. 
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A. 

 

B. 

 

                            

Figura 29. Expresión de endoglina humana en tejido 

A. Análisis de la expresión del ARNm de endoglina total y S-endoglina humanas en tejido de 
ratones WT, L-ENG+, S-ENG+, analizada mediante qPCR. B. Niveles de la proteína endoglina 
humana en tejido de ratones WT, L-ENG+, S-ENG+, analizados mediante Western blot. 

 

 

 

En la Figura 29 se observa cómo, en los tejidos analizados, los ratones L-ENG+ 

sobreexpresan L-endoglina humana, los ratones S-ENG+ sobreexpresan S-endoglina humana, 

mientras que los ratones control WT no expresan ninguna de las isoformas de endoglina de 

origen humano. 
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2. Descripción general comparativa de las líneas de ratones utilizadas 

En un primer momento, comprobamos si los ratones transgénicos L-ENG+ y S-ENG+ 

presentaban características generales similares a los ratones WT. Para ello, analizamos el tamaño 

de las camadas obtenidas a partir de los cruces de estos ratones. Además, pesamos a los ratones a 

lo largo de su etapa de crecimiento hasta los 6 meses, cuando se consideran completamente 

adultos. Se pesaron numerosos ratones, machos y hembras, de cada línea de transgénico pero, 

debido a la variabilidad de la n de que disponíamos, descartamos los valores más altos y más 

bajos para finalmente quedarnos con los valores de 4 hembras y 5 machos de cada línea WT, L-

ENG+ y S-ENG+, para cada punto de tiempo. Los resultados se muestran en la Figura 30: 

 

A. 

 

B. 

 

Figura 30. Tamaño de las camadas y peso de los ratones 

A. Tamaño de las camadas obtenidas en los cruces de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. WT 
(n=24), L-ENG+ (n=62) y S-ENG+ (n=50). B. Peso de los ratones de las tres líneas genéticas 
durante su crecimiento. WT (n=9), L-ENG+ (n=9) y S-ENG+ (n=9). Cada barra representa la 
media ± EEM. Test estadístico ANOVA de una vía para el tamaño de las camadas y ANOVA de 
doble vía de medidas repetidas para el peso.	

 

 

 

No se observan diferencias significativas en cuanto al número de crías por camada en los 

cruces de ratones L-ENG+ y S-ENG+ con respecto a las camadas de cruces de ratones WT. 

Tampoco se observan diferencias estadísticamente significativas en el peso de estos ratones, si 

comparamos los transgénicos L-ENG+ y S-ENG+ con los controles WT. 
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3. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina en la reperfusión 

post-isquémica 

Nuestro primer abordaje para estudiar el efecto de la sobreexpresión de endoglina en la 

formación de vasos sanguíneos consistió en el estudio de la dinámica de reperfusión de las 

extremidades traseras del ratón tras someterles a isquemia femoral unilateral.  El modelo ha sido 

previamente descrito y validado, como se indica en la sección 3 del apartado de “Materiales y 

métodos” (Limbourg et al, 2009). 

 

A. 

 

B. 

 

C. 

 

Figura 31. Reperfusión post-isquémica de la extremidad del ratón 

A. Imágenes representativas de la perfusión de la extremidad isquémica de las tres líneas de 
ratones utilizadas tras 14 días de isquemia. B. Evolución de la perfusión a través de la 
extremidad del ratón sometida a isquemia, durante 28 días. La perfusión se representa como 
tanto por ciento con respecto a la perfusión de la pata antes de la isquemia, tomando como 
control de perfusión constante la extremidad contralateral, no isquémica. Cada punto 
representa la media ± EEM. C. Valor de x interpolado para y=50 ± límites mínimo y máximo, 
con un intervalo de confianza del 95%. WT (n=9), L-ENG+ (n=9) y S-ENG+ (n=9). Test 
estadístico ANOVA de doble vía de medidas repetidas.	
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En la Figura 31A se muestran tres imágenes representativas del grado de perfusión de las 

extremidades traseras isquémica y no isquémica, de un ratón de cada una de las tres líneas en 

estudio. En la Figura 31B se muestra el resultado de la medición de la evolución de la perfusión 

tisular en las extremidades traseras tras isquemia femoral, en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, 

durante cuatro semanas.  Dado que la recuperación de la perfusión es más rápida en los primeros 

días, durante la primera semana se tomaron medidas cada dos días, y después se tomaron 

medidas una vez por semana. De cada curva de reperfusión, correspondiente a cada línea de 

ratones, se obtuvo la curva de regresión utilizando un modelo de ecuación cúbica. De la 

ecuación obtenida, se interpoló el número de días (valor de x) que se tardaba en cada una de 

ellas en alcanzar una tasa de reperfusión (valor de y) del 50% de los niveles basales, que se 

representa en la Figura 31C. 

Como se observa en la figura, la sobreexpresión de L-endoglina no conlleva ninguna 

diferencia en cuanto a la tasa de reperfusión post-isquémica, al compararla con la de ratones 

control (WT). Por el contrario, la sobreexpresión de S-endoglina lleva a un retraso de la 

perfusión de la extremidad, con respecto a la reperfusión en ratones WT, que se observa ya en el 

primer día tras haber practicado la isquemia. Frente a los 7-8 días que tardan los ratones WT y L-

ENG+ en alcanzar unos niveles de perfusión del 50% del basal en la extremidad isquémica, los 

ratones S-ENG+ necesitan aproximadamente 18,5 días para hacerlo. Tanto es así que dos ratones 

S-ENG+ fueron descartados del estudio porque la extremidad isquémica no experimentó 

reperfusión y se les llegó a atrofiar; esto sólo sucedió en este grupo experimental. Las diferencias 

en reperfusión de los ratones S-ENG+ con los otros grupos experimentales se mantienen, incluso 

se acentúan, a lo largo del periodo de recuperación.  

 

 

4. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina en la angiogénesis 

in vivo 

Aunque el estudio anterior nos permitió demostrar el papel esencial de endoglina en la 

reperfusión post-isquémica, también utilizamos otras aproximaciones metodológicas que nos 

permitiesen evaluar aspectos concretos del proceso de angiogénesis propiamente dicho. 

Para ello, empleamos dos modelos de angiogénesis in vivo. Por un lado, estudiamos la 

vascularización de la retina del ratón y, por otro lado, llevamos a cabo el EDAIV (Ensayo Directo 

de Angiogénesis In Vivo), modelos descritos en las secciones 4 y 5 de “Materiales y métodos”. En 

ambos casos, además de analizar el endotelio de los vasos formados, se estudió la expresión 

génica de marcadores endoteliales, recogidos en la Tabla 14: 
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Tabla 14. Relación de marcadores endoteliales analizados por qPCR 

Gen Proteína Marcador de 

Eng Endoglina 

Endotelio, CMLV, pericitos, células hematopoyéticas, 
sincitiotrofoblastos placentarios, fibroblastos, 

condrocitos, células mesangiales renales, células 
estrelladas hepáticas (Gougos & Letarte, 1988b; Buhring 

et al, 1991; Gougos et al, 1992; Lastres et al, 1992; St-
Jacques et al, 1994a; Zhang et al, 1996; Conley et al, 2000; 
Arthur et al, 2000; Rodriguez-Barbero et al, 2001; Parker 

et al, 2003; Meurer et al, 2005; Mahmoud et al, 2009; 
Rivera & Brekken, 2011).  

Pecam1 Pecam1 o CD31 Endotelio, plaquetas, células hematopoyéticas (Park et 
al, 2010). 

Cdh5 VE-cadherina Endotelio  
(Dejana & Orsenigo, 2013). 

Tjp1 Tjp1 o ZO-1 Epitelio, endotelio  
(González-Mariscal et al, 2000). 

Tek Tie2 Endotelio 
(Jones & Dumont, 2000). 

 

 

4.1. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina en la respuesta angiogénica 

fisiológica en retina 

4.1.1. Análisis de la vasculatura de la retina 

En primer lugar, analizamos la estructura vascular de retinas de crías de 6 días de vida 

WT, L-ENG+ y S-ENG+. Se llevó a cabo el marcaje de los vasos de la retina en preparaciones 

whole-mount de las mismas, empleando para ello FITC-lectina. Además, se hizo un co-marcaje 

mediante la inmunofluorescencia de endoglina de ratón. Se utilizaron al menos 3 ratones por 

cada línea. 

El primer resultado que observamos fue una evidente mayor expresión de endoglina en 

el frente de vascularización, es decir, en los vasos más externos de la retina, que están sufriendo 

angiogénesis a medida que la retina crece, en comparación con los vasos ya formados y 

estabilizados. Además, ambos tipos de vasos se diferencian claramente por su morfología. Este 

dato está en consonancia con lo que ya se ha dicho anteriormente en la bibliografía (Barnett et al, 

2014) y que venimos defendiendo en este trabajo, que es que los niveles de endoglina aumentan 

en las células endoteliales activas que están llevando a cabo la angiogénesis. Una imagen 

representativa se recoge en la Figura 32: 
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Figura 32. Expresión de endoglina en los vasos de la retina en angiogénesis 

Microfotografía de la retina de un ratón WT a los 6 días post-natales, en la que se marca el 
endotelio vascular (lectina, en verde) y endoglina de ratón (en rojo). Imagen representativa 
que muestra cómo la expresión de endoglina es más intensa donde está teniendo lugar la 
angiogénesis activa, esto es, en el frente angiogénico, en comparación con vasos más internos 
y estables.	

 

 

 

Quisimos analizar la estructura de la vasculatura de la retina de estos ratones, para 

conocer el efecto de la sobreexpresión de L-endoglina o S-endoglina. Para ello, analizamos las 

microfotografías con el software Fiji.  

En primer lugar, medimos la distancia que había alcanzado el frente vascular en las 

retinas de cada uno de los ratones, para aproximarnos a la tasa de vascularización, expresada 

como longitud invadida por vasos desde el centro de la retina, en la progresión del plexo 

vascular. Los resultados aparecen en la Figura 33.  

Mientras que la sobreexpresión de S-endoglina no supone ninguna alteración en este 

parámetro, la sobreexpresión de L-endoglina lleva a la formación de un árbol vascular más 

reducido en cuanto al desarrollo del plexo vascular de la retina, cuando se compara con el de los 

ratones controles, WT. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 33. Grado de vascularización de la retina 

A. Microfotografía de la retina. Imagen representativa que muestra un lóbulo del whole 
mount de la retina de cada una de las líneas de ratón. B. Cuantificación de la distancia invadida 
por vasos o progresión del plexo vascular. Cada barra representa la media ± EEM. WT (n=7), L-
ENG+ (n=3) y S-ENG+ (n=6). Test estadístico ANOVA de una vía: ** p<0,01 vs. WT.	

 

 

 

Figura 34. Estructura de la vasculatura de la retina normal y efecto de la 

sobreexpresión de las isoformas de endoglina 

A. Microfotografía de la retina: imagen representativa que muestra un campo de la retina de 
cada una de las líneas de ratón. Cuantificación de los componentes estructurales del árbol 
vascular: ramas (B), nexos (C), longitud promedio de las ramas (D), longitud máxima de las 
ramas (E) y cálculo de la longitud total de vasos por campo o densidad (F). Cada barra 
representa la media ± EEM. WT (n=7), L-ENG+ (n=3) y S-ENG+ (n=6). Test estadístico ANOVA 
de una vía para puntos de unión y longitudes, y Kruskal-Wallis para ramas: * p<0,05 vs. WT; ** 
p<0,01 vs. WT.⇒	
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Por otra parte, Fiji permite generar un esqueleto digital a partir del árbol vascular de cada 

retina. El análisis de este esqueleto nos permitió evaluar parámetros como el número de 

ramificaciones, el número de puntos de unión y la longitud de cada segmento o rama. Los 

resultados se representan en la Figura 34, junto con imágenes representativas de las 

proyecciones máximas de retinas de las tres líneas de animales transgénicos utilizadas. 

La sobreexpresión de L-endoglina supone la formación de una estructura vascular más 

ramificada y con ramas más cortas que en las retinas WT, que presenta una mayor densidad de 

vasos por campo. El número de ramificaciones y puntos de unión en ratones S-ENG+ es similar a 

los de ratones WT, mientras que la longitud promedio de las ramas es mayor. 

 

4.1.2. Análisis de la expresión génica de marcadores endoteliales en retina 

Estudiamos en retina, mediante qPCR, la expresión relativa de genes que son 

marcadores de endotelio, para aproximarnos a la abundancia de ese tipo celular en dicho tejido. 

La relación de genes analizados está recogida en la Tabla 14.  

Analizamos así el contenido en células endoteliales de las retinas de los ratones WT, L-

ENG+ y S-ENG+, a día 17 postnatal, mediante el análisis de estos marcadores específicos de 

endotelio. 

Los resultados de PCR los representamos mediante box plots: estas cajas nos permiten 

conocer la distribución y dispersión de las observaciones, la media, representada con una cruz, la 

mediana, correspondiente a la barra horizontal, y los percentiles 10 (bigote inferior) y 90 (bigote 

superior). 

En la Figura 35, podemos ver que la sobreexpresión de S-endoglina reduce 

significativamente el contenido en células endoteliales en la retina si se comparan con las de 

ratones WT, tal como indica el análisis de la expresión de Eng, Pecam1 y Cdh5. Las retinas de 

ratones L-ENG+ muestran una muy ligera tendencia a tener menos células endoteliales que las 

de WT, que sólo parece significativa según el análisis de Tie2, y en ningún caso es tan clara como 

en las retinas S-ENG+, por lo que no consideramos que haya diferencias en el contenido 

endotelial. 
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Figura 35. Expresión de marcadores endoteliales en retina 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Eng (A), Pecam1 (B), Cdh5 (C) y Tek (D). 
Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la expresión relativa de cada 
muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT 
(n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=7). Test estadístico ANOVA de una vía para Eng, Pecam1 y 
Cdh5 y Kruskal-Wallis para Tek: * p<0,05 vs. WT; ** p<0,01 vs. WT.	

 

 

 

4.2. Estudio del papel de la sobreexpresión de endoglina en el Ensayo Directo de 

Angiogénesis In Vivo 

4.2.1. Análisis de invasión endotelial en el Ensayo Directo de Angiogénesis In Vivo 

Implantamos los angiorreactores bajo la piel del lomo de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+ 

y, tras 9 días, los extrajimos y fotografiamos. Se muestra un ejemplo de las fotografías de los tubos 

en la Figura 18B del apartado 5.1 de “Materiales y métodos”. 
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La angiogénesis que ha tenido lugar dentro de los tubos se puede observar a simple vista, 

puesto que los vasos estabilizados se rellenan con sangre. Así, podemos cuantificar la distancia 

invadida por vasos, desde el extremo abierto del angiorreactor hasta el frente al que llega la 

sangre. Medimos dicha distancia utilizando el software  Fiji. 

En la siguiente figura se muestra la cuantificación de la distancia invadida por vasos, en 

angiorreactores implantados en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Se utilizaron al menos 10 

ratones por cada línea. 

 

 

Figura 36. Distancia invadida por los vasos en los angiorreactores 

Estimación de la distancia invadida por los vasos en los angiorreactores, mediante la medida, en 
milímetros, del alcance de la sangre, tras 9 días desde la implantación de los tubos. Cada barra 
representa la media ± EEM. WT (n=16), L-ENG+ (n=28) y S-ENG+ (n=20). Test estadístico ANOVA 
de una vía: * p<0,05 vs. WT. 
 

 

Como se muestra en la Figura 36, en los ratones L-ENG+ observamos una mayor 

invasividad del Matrigel® en respuesta a un estímulo angiogénico por parte de las células 

endoteliales, que en los WT. Esto podría deberse a una inducción del sprouting, o a una mayor 

capacidad de proliferación y/o de invasión de la MEC de las células endoteliales con niveles 

aumentados de L-endoglina. En los ratones S-ENG+ no se observan diferencias con los WT en 

este parámetro. 

Para conocer la cantidad de células endoteliales en los angiorreactores, y saber si la 

mayor invasividad en los tubos implantados en ratones L-ENG+ se debe a un mayor número de 

células en éstos que en los de controles y los ratones S-ENG+, extrajimos el contenido de los 

tubos y cuantificamos la cantidad de células endoteliales que los habían invadido mediante un 

marcaje fluorescente (Figura 37). Se utilizaron al menos 8 ratones por cada línea. 
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Figura 37. Cantidad de células endoteliales que invaden los angiorreactores 

Medida del marcaje fluorescente del endotelio en la muestra contenida en los angiorreactores 
tras 9 días desde su implantación. La fluorescencia se representa como tanto por ciento con 
respecto a la fluorescencia de las muestras WT. Cada barra representa la media ± EEM. WT 
(n=11), L-ENG+ (n=11) y S-ENG+ (n=16). Test estadístico de Kruskal-Wallis: * p<0,05 vs. WT; ** 
p<0,01 vs. WT.	

 

 

 

La cuantificación de la señal fluorescente indica que el número de células endoteliales es 

menor en los ratones L-ENG+ y S-ENG+ que en los WT. No hay diferencias estadísticas entre los 

grupos L-ENG+ y S-ENG+.  

 

4.2.2. Análisis de la expresión génica en un ensayo de angiogénesis in vivo 

Quisimos evaluar posibles alteraciones en la expresión de marcadores endoteliales en 

las células de los vasos formados en el interior de plugs de Matrigel®, que imitan lo que sucede 

en los angiorreactores. Para ello, analizamos mediante qPCR la expresión de los genes recogidos 

en la Tabla 14.  

Se analizaron al menos 8 plugs, de un mínimo de 6 ratones diferentes. Los resultados se 

recogen en la Figura 38. 

Como se observa en la figura, no se encontraron diferencias significativas entre las líneas 

de ratones en estudio, en lo que respecta a ninguno de los  cinco marcadores de endotelio 

analizados.  
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Figura 38. Expresión de marcadores endoteliales en los plugs de Matrigel® 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Eng (A), Pecam1 (B), Cdh5 (C), Tek (D) y 
Tjp1 (E). Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la expresión relativa de 
cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT 
(n=9), L-ENG+ (n=8) y S-ENG+ (n=10). Test estadístico ANOVA de una vía.	
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5. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina en el proceso de 

sprouting  

La angiogénesis se inicia con el  proceso de sprouting, por lo que nos planteamos si este 

proceso estaría alterado en respuesta a la sobreexpresión de alguna de las isoformas de 

endoglina.  

Para analizar el proceso de sprouting, nos valimos en primer lugar de las muestras que ya 

teníamos de los modelos de angiogénesis in vivo, donde analizamos mediante qPCR la 

expresión de marcadores de regulación de la selección tip / stalk durante el proceso de sprouting. 

Además, analizamos la expresión de dos marcadores de precursores endoteliales, puesto que se 

sabe que estas células participan en el sprouting directamente. Cambios en las proporciones de 

estos marcadores en los ratones L-ENG+ o S-ENG+, indicarían una respuesta angiogénica 

alterada con respecto a los ratones WT. Los genes analizados se recogen en la Tabla 15. 

 

Tabla 15. Relación de marcadores de sprouting analizados mediante qPCR 

Gen Proteína Marcador de 

Dll4 Dll4 
Células tip 

(Adams & Alitalo, 2007; Benedito et al, 2009; 
Blanco & Gerhardt, 2013). 

Kdr VEGFR2 o Flk1 Células tip, precursores endoteliales 
(Peichev et al, 2000; Jakobsson et al, 2010). 

Notch1 Notch1 No se conoce su regulación en el sprouting 

Jag1 Jagged1 Células stalk 
(Benedito et al, 2009; Blanco & Gerhardt, 2013). 

Cd34 CD34 

Precursores endoteliales, precursores 
hematopoyéticos, células tip 

(Siemerink et al, 2012; Sidney et al, 2014; Joo et al, 
2015). 

Prom1 Prominina-1 o CD133 Precursores endoteliales 
(Peichev et al, 2000). 

 

 

Además, quisimos completar este estudio con un ensayo de sprouting a partir de anillos 

de aorta ex vivo, cuyos resultados se describen más adelante. 
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Figura 39. Expresión de marcadores de sprouting en retina 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Kdr (A), Notch1 (B), Kdr vs. Eng/Pecam1 
(C), Notch1 vs. Eng/Pecam1 (D), Kdr vs. Cdh5 (E) y Notch1 vs. Cdh5 (F). Los valores se 
representan como el logaritmo en base dos de la expresión relativa de cada muestra con 
respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5), L-ENG+ 
(n=5) y S-ENG+ (n=6). Test estadístico ANOVA de una vía, excepto Kruskal-Wallis para Kdr: * 
p<0,05 vs. WT; ** p<0,01 vs. WT.	
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5.1. Análisis de la expresión marcadores de sprouting en retina 

Las características del tejido supusieron una limitación en cuanto a la cantidad de ARN 

que fuimos capaces de aislar. Por esta razón, sólo pudimos analizar la expresión de los genes Kdr 

y Notch1 en retinas. Expresamos los niveles los mensajeros corregidos por los niveles de 

expresión de los genes housekeeping (Rps13 y Actb) así como en función de marcadores de 

endotelio. Se analizaron 8 retinas por línea de ratón. Los resultados se recogen en la Figura 39. 

Nuevamente, la proporción de células que expresan Kdr y Notch1 es menor en las 

retinas de ratones S-ENG+ que en las de WT, como sucedía con los marcadores endoteliales. 

Pero al expresar los niveles de mensajero de estos dos genes en función de la abundancia relativa 

de células endoteliales, observamos que no hay ninguna diferencia en su expresión en los 

ratones L-ENG+ y S-ENG+, con respecto a  los controles WT, excepto al expresar Kdr en función 

de la expresión de Cdh5, donde se mantienen las diferencias de los ratones S-ENG+ con los WT.  

En cuanto a la cantidad de células que expresan Cd34 y Prom1 en retina, no se 

observaron diferencias entre los ratones L-ENG+ y S-ENG+, y los ratones control (Figura 40). 

 

A. 

 

B. 

 

 

Figura 40. Expresión de marcadores de precursores endoteliales en retina 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Cd34 (A) y Prom1 (B). Los valores se 
representan como el logaritmo en base dos de la expresión relativa de cada muestra con 
respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=6), L-ENG+ 
(n=6) y S-ENG+ (n=7). Test estadístico ANOVA de una vía para Prom1 y Kruskal-Wallis para 
Cd34.	
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Figura 41. Expresión de marcadores de sprouting en plugs de Matrigel® 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Kdr (A), Notch1 (B), Dll4 (C), Jag1 (D), 
Cd34 (E) y Prom1 (F). Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la expresión 
relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 
percentil. WT (n=9), L-ENG+ (n=8) y S-ENG+ (n=10). Test estadístico ANOVA de una vía.	
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5.2. Análisis de la expresión de marcadores de sprouting en plugs  

Para saber si las diferencias observadas en el EDAIV, y en general en angiogénesis, en 

respuesta a la sobreexpresión de las isoformas de endoglina, se debían a alteraciones en el 

proceso de sprouting, analizamos la expresión génica de marcadores de sprouting, tanto de 

células tip como de células stalk, así como de precursores endoteliales. Se analizó la expresión de 

al menos 8 plugs de, al menos, 6 ratones diferentes. Los resultados se muestran en la Figura 41. 

No se observa alteración alguna en la expresión de los genes de sprouting que codifican 

para Notch1, VEGFR2, Dll4 y Jagged1 en los plugs de ratones L-ENG+ y S-ENG+ con respecto a los 

WT, lo que sugiere que la respuesta de sprouting está directamente afectada por el aumento de 

expresión de endoglina. Además, tampoco hay diferencias en los niveles de expresión de Cd34 y 

Prom1 en ratones L-ENG+ y S-ENG+, con respecto a los controles. 

 

 

5.3. Utilización de un modelo ex vivo de sprouting: anillos de aorta en Matrigel® 

Para comprobar directamente cómo tiene lugar el sprouting en nuestro modelo, se llevó 

a cabo un ensayo de cultivo de anillos de aorta aislados de las tres líneas de ratones transgénicos, 

y cultivados en Matrigel®. En estas condiciones, en un ambiente rico en factores 

proangiogénicos, que provienen tanto del medio de cultivo como del propio Matrigel®, se va a 

producir el sprouting de las células del endotelio del anillo. 

 

5.3.1. Evaluación del crecimiento de sprouts a partir de anillos de aorta 

Se hizo un seguimiento del crecimiento de sprouts a partir de anillos de aortas de ratones 

WT, L-ENG+ y S-ENG+.  

El crecimiento de sprouts comienza a partir del segundo día después de haber sembrado 

los anillos. Se anotó el número de células tips y de sprouts ya formados tras dos días y medio 

desde la siembra. Se dio el valor 1 a cada tip y el valor 2 a cada sprout de cada anillo y, sumando 

estos valores, obtuvimos para cada uno un valor que denominamos “tasa de sprouting”, que se 

muestra en la Figura 42. 
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Figura 42. Sprouting de anillos de aorta en Matrigel® tras 2,5 días 

Cuantificación del inicio del sprouting a partir del endotelio de anillos de aorta tras 2,5 días de 
su siembra: cantidad de células tips (+1) y sprouts (+2) formados. Cada barra representa la 
media ± EEM. WT (n=42), L-ENG+ (n=42) y S-ENG+ (n=42). Test estadístico de Kruskal-Wallis: 
** p<0,01 vs. WT.	

 

 

 

En un primer momento, los anillos de ratones S-ENG+ generan más sprouts que los 

ratones WT o L-ENG+. 

En momentos posteriores no se puede hacer esta cuantificación, por lo que decidimos 

marcar los sprouts formados y analizarlos por microscopía. El día 5 tras la siembra, marcamos las 

células de los sprouts con calceína, colorante fluorescente intravital, y tomamos fotografías con 

un microscopio confocal de todos los planos focales del anillo. Cuantificamos el área ocupado 

por sprouts en cada plano y, sumando todos los valores de cada anillo, obtuvimos el valor del 

volumen que ocupaba la masa de sprouts. 

Se analizaron al menos 20 anillos de 5 ratones diferentes, para cada línea de ratón. En la 

Figura 43A se muestran tres imágenes representativas de anillos de aortas de las tres líneas de 

ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Se trata de la proyección máxima de las imágenes obtenidas para 

cada uno de los anillos. Además, se muestra la cuantificación del volumen de sprouts (Figura 

43B). 

Aunque se observa una tendencia hacia un sprouting reducido en los anillos de aortas de 

ratones L-ENG+ cuando se comparan con los de WT, tanto al inicio como a los 5 días de 

crecimiento, estas diferencias no llegan a ser significativas en ninguno de los dos casos. Al inicio 

del proceso, se observa una mayor diferenciación de las células endoteliales de los anillos de 

aorta de ratones S-ENG+ para dar lugar a sprouts, si se comparan con anillos WT. Sin embargo, 

estas diferencias iniciales se reducen hasta anularse durante los siguientes días de crecimiento. 
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B. 

 

Figura 43. Volumen de sprouts formados a partir de anillos de aorta en Matrigel®  

A. Microfotografías representativas de anillos de aortas. B. Representación de la 
cuantificación del volumen ocupado por sprouts, en píxeles. Cada barra representa la media ± 
EEM. WT (n=25), L-ENG+ (n=20) y S-ENG+ (n=22). Test estadístico ANOVA de una vía.	

 

 

 

5.3.2. Análisis de la expresión génica de marcadores de sprouting en anillos de aorta 

Nuevamente analizamos los niveles de expresión de genes indicadores de estabilidad 

endotelial y de regulación del sprouting, recogidos en las Tablas 14 y 15. 

En la Figura 44 se muestra la expresión de marcadores endoteliales, y en la Figura 45 la 

expresión de genes implicados en la regulación del sprouting en este modelo, analizadas en 10 

muestras de anillos aislados de 6 ratones. 

No se observan diferencias significativas en cuanto a la expresión de estos marcadores 

entre las células de los sprouts de aortas procedentes de las tres líneas de ratones utilizadas.  
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Figura 44. Expresión de marcadores endoteliales en anillos de aorta en Matrigel® 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Eng (A), Pecam1 (B), Cdh5 (C), Tek (D) y 
Tjp1 (E). Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la expresión relativa de 
cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT 
(n=10), L-ENG+ (n=10) y S-ENG+ (n=9). Test estadístico ANOVA de una vía.	
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Figura 45. Expresión de marcadores de sprouting en anillos de aorta en Matrigel® 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Kdr (A), Notch1 (B), Dll4 (C), Jag1 (D), 
Cd34 (E) y Prom1 (F). Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la expresión 
relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 
percentil. WT (n=9), L-ENG+ (n=9) y S-ENG+ (n=9). Test estadístico ANOVA de una vía para 
Kdr, Notch1, Dll4, Cd34 y Prom1 y Kruskal-Wallis para Jag1.	
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Con este análisis confirmamos, al que igual que sucedía en retina y en los plugs de 

Matrigel®, no hay diferencias significativas en la expresión de genes implicados en la regulación 

del sprouting tras la sobreexpresión de L-endoglina o de S-endoglina. 

 

 

6. Generación de modelos celulares para el estudio del efecto de la 

sobreexpresión de las isoformas de endoglina en la angiogénesis 

6.1. Células endoteliales de pulmón (MLEC) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+ 

Para analizar diversos parámetros de la fisiología celular en respuesta a la sobreexpresión 

de L o S-endoglina, aislamos células endoteliales de pulmón (MLEC) de las líneas de ratones 

WT, L-ENG+ y S-ENG+. Las tres líneas celulares presentan una morfología similar. 

Comprobamos que, una vez purificadas las MLEC, las que procedían de ratones L-ENG+ 

y S-ENG+ mantenían la sobreexpresión de una u otra isoforma de endoglina, respectivamente, al 

crecer en cultivo. Para ello analizamos la expresión del ARNm de endoglina total y S-endoglina 

humanas por qPCR, así como los niveles de endoglina humana y el tag HA, por Western blot de 

lisados de MLEC. Además, analizamos la expresión de endoglina humana por citometría de flujo 

y por inmunofluorescencia en estas células. Los resultados se muestran en la Figura 46. 

Observamos cómo sólo las MLEC L-ENG+ y S-ENG+ expresan endoglina humana 

cuando se estudia por qPCR, por Western blot, por citometría de flujo o por 

inmunofluorescencia la expresión de endoglina total. Igualmente, sólo estas dos líneas, L-ENG+ 

y S-ENG+, expresan HA tag, analizado por Western blot.  Sólo las células S-ENG+ expresan S-

endoglina humana, como revela el resultado de qPCR. 

 

 

6.2. Línea de células endoteliales humanas que sobreexpresan L-endoglina o S-

endoglina 

Utilizamos una línea celular endotelial humana (de origen comercial), EA.hy926, que 

infectamos de forma estable bien con un vector portador del gen de L-endoglina humana, o bien 

de S-endoglina humana (L-ENG+ y S-ENG+ respectivamente), o con el mismo vector vacío 

(línea control, Mock). Este modelo nos permitiría comprobar la respuesta en células 

endoteliales humanas, y además generamos así líneas celulares, mucho más versátiles que los 

cultivos primarios. Las tres líneas celulares presentan una morfología similar. 
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Figura 46. Expresión de L-endoglina y S-endoglina humanas en MLEC 

A. Expresión del ARNm endoglina total y de S-endoglina, analizada mediante qPCR. Cada 
barra representa la media ± EEM. B. Niveles de la proteína endoglina humana y de HA tag 
analizados por Western blot. C. Niveles de la proteína endoglina humana, medidos mediante 
citometría de flujo. D. Microfotografías: inmunofluorescencia de endoglina humana.	
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Figura 47. Expresión de L-endoglina y S-endoglina humanas en células EA.hy926 

A. Expresión del ARNm endoglina total y de S-endoglina, analizada mediante qPCR. Cada 
barra representa la media ± EEM. B. Niveles de la proteína endoglina humana y de HA tag 
analizados por Western blot. C. Niveles de la proteína endoglina humana, medidos mediante 
citometría de flujo. D. Microfotografías: inmunofluorescencia de endoglina humana. Test 
estadístico ANOVA de una vía : * p<0,05 vs. WT; ** p<0,01 vs. WT.	

 

 

0

1

2

3

4

hE
nd
og
lin
a

ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
vs

. M
oc
k Mock

L-ENG⁺

S-ENG⁺ *
**

0

1

2

25

50

75

hS
-e
nd
og
lin
a

ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
vs

. M
oc

k Mock
L-ENG⁺

S-ENG⁺

**



   Resultados  135 
 

Observamos que las tres líneas de células EA.hy926, WT, L-ENG+ y S-ENG+, expresan 

endoglina humana cuando se estudia por qPCR, por Western blot, por citometría de flujo o por 

inmunofluorescencia la expresión de endoglina total. Mediante qPCR, Western blot y citometría 

de flujo se demuestra que las células L-ENG+ sobreexpresan L-endoglina humana, y las células 

S-ENG+ sobreexpresan S-endoglina humana. Sólo estas dos líneas, L-ENG+ y S-ENG+, expresan 

HA tag (Figura 47). 

 

 

7. Análisis de la proliferación celular de células endoteliales en cultivo en 

respuesta a la sobreexpresión de endoglina 

Para este estudio, en primer lugar se llevó a cabo recuento directo del número de células 

tras 72 horas en cultivo. Se necesitan muchas células para un recuento fiable, por lo que no 

hicimos el experimento en el cultivo primario de MLEC, sino sólo con la línea celular EA.hy926. 

Para ello, sembramos el mismo número de células de las tres líneas, Mock, L-ENG+ y S-ENG+, 

por duplicado. Una placa se recontó a las 8 horas, como control de siembra. La otra a las 72 horas. 

Se representaron los datos como tanto por ciento de crecimiento a las 72 horas con respecto al 

número de células que había a las 8 horas, tal y como se muestra en la Figura 48. 

 

 

Figura 48. Número de células EA.hy926 tras 72 horas en cultivo 

Tasa de crecimiento de las células. Cada barra representa la media ± EEM. El resultado 
representa la media de 3 experimentos. Test estadístico ANOVA de una vía.	

 

 

 

Las líneas celulares L-ENG+ y S-ENG+ muestran una tendencia hacia una proliferación 

reducida, en comparación con las células Mock, si bien estas diferencias no son significativas. 
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Analizamos la incorporación de BrdU en nuestros modelos celulares en cultivo, tanto en 

las células EA.hy926 como en el cultivo primario de MLEC (Figura 49). 

 

A. 

   

 

B. 

 

 

Figura 49. Incorporación de BrdU por las células endoteliales en cultivo 

A. Incorporación de BrdU en MLEC en cultivo. B. Incorporación de BrdU en células EA.hy926 en 
cultivo. Cada barra representa la media ± EEM. Los resultados representan la media de 3 
experimentos en cada caso. Test estadístico ANOVA de una vía: * p<0,05 vs. WT.	

 

 

 

En la línea celular EA.hy926 se observa que la sobreexpresión de L-endoglina reduce la 

proliferación de las células endoteliales de forma significativa. En cuanto a la sobreexpresión de 

S-endoglina, su efecto es más dudoso, puesto que no muestran diferencias significativas. Las 

MLEC L-ENG+ parecen proliferar menos, pero estas diferencias no son estadísticamente 

significativas mediante el ANOVA de una vía; sin embargo, la comparación mediante “t de 

Student” de las células L-ENG+ con sus controles WT ofrece un p valor de 0,0026. Las células S-

ENG+ no presentan diferencias con las células control.  

 

 

8. Análisis de la motilidad y la invasividad de células endoteliales en cultivo 

en respuesta a la sobreexpresión de endoglina 

En primer lugar se cuantificó la distancia migrada por las células EA.hy926 Mock, L-

ENG+ y S-ENG+, en el ensayo denominado de scratch. Se trata de una primera aproximación que 

nos habla de la motilidad de las células, es decir, de su capacidad para avanzar en una superficie 

de cultivo. Los resultados se muestran en la Figura 50. 
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Figura 50. Distancia migrada por las células EA.hy926 en el ensayo de scratch 

Tanto por ciento de la distancia migrada por las células EA.hy926 tras 14,5 horas desde que se 
hizo el scratch en la monocapa, con respecto a la distancia migrada por las células Mock. Cada 
barra representa la media ± EEM. El resultado representa la media de 3 experimentos. Test 
estadístico ANOVA de una vía: * p<0,05 vs. WT; ** p<0,01 vs. WT.	

 

 

 

El resultado indica una mayor motilidad en este tipo de ensayo tras la sobreexpresión 

tanto de L-endoglina como de S-endoglina en este tipo celular, comparados con las células 

Mock. 

 

Quisimos también utilizar una aproximación experimental que, por un lado, simulase 

un ambiente proangiogénico gracias a la creación de un gradiente de citoquinas, particularmente 

de VEGF, y por otro, que además se imitasen las condiciones de la MEC que deben atravesar las 

células endoteliales en su proceso de migración.  

Así, analizamos la transmigración a través de transwell sin y con Matrigel® de MLEC 

WT, L-ENG+ y S-ENG+, y EA.hy926 Mock, L-ENG+ y S-ENG+. Además, obtuvimos la curva de 
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regresión que mejor se ajustaba a nuestros resultados; concretamente se empleó una curva de 

regresión cuadrática para las MLEC y un modelo de asociación en dos fases para las células 

EA.hy926. A partir de la curva de regresión, pudimos conocer el tiempo promedio en horas (valor 

de x) que tarda cada línea celular en alcanzar una tasa de migración (valor de y) del 50% con 

respecto al 100%, correspondiente en este caso a la tasa de migración de las células control en 

cada caso, a las 48 horas. Los resultados de migración e invasión de la MEC a través de transwell 

se reflejan en la Figuras 51 y 52, respectivamente. 

En las MLEC, en el conjunto de los resultados de las células L-ENG+, la migración es 

significativamente más rápida que la de las células control, WT, aunque no hayan diferencias 

significativas si se comparan tiempos concretos. Hay que considerar la menor proliferación de 

las células L-ENG+, ya que, al tratarse de un ensayo a 48 horas, periodo en el que las células 

pueden haber sufrido varios ciclos de división, las diferencias observadas en el número de 

células que atraviesan el transwell puede verse reducida. No se observan diferencias entre las 

MLEC S-ENG+ y la línea control, WT. En la línea celular EA.hy926, se observan diferencias tanto 

en las células L-ENG+ como en las S-ENG+, con respecto a las células control. En un primer 

momento, la curva formada por las células L-ENG+ no muestra diferencias con la que forman las 

células Mock, pero éstas son visibles a tiempos tardíos, de 24 y 48 horas. Sucede lo contrario con 

las células S-ENG+, que muestran diferencias durante el primer día pero no después. En 

cualquier caso, ambas líneas celulares muestran una mayor capacidad de migración hacia el 

estímulo angiogénico VEGF. 

En cuanto a la invasividad del Matrigel® que presentan las células endoteliales en 

respuesta a la sobreexpresión de las isoformas de endoglina, las células del cultivo primario 

MLEC L-ENG+ invaden más el Matrigel® que las WT, mientras que no se observa ninguna 

diferencia en las células MLEC S-ENG+ con respecto a sus controles, WT. Las diferencias para la 

línea L-ENG+ no son muy grandes, pero sí significativas, y nuevamente hay que considerar la 

menor proliferación de las células L-ENG+ en comparación con la línea control WT. La 

sobreexpresión de endoglina corta en las células EA.hy926 S-ENG+ reduce la invasión de la MEC 

en dirección al foco de VEGF cuando se comparan con las Mock. Las células EA.hy926 L-ENG+ 

muestran una tendencia a una mayor invasividad del Matrigel® hacia el estímulo angiogénico, al 

compararlas con las células control, sin llegar a ser estas diferencias significativas. 
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Figura 51. Transmigración de células endoteliales en un gradiente de VEGF 

A. Tanto por ciento de células MLEC que migran a lo largo del tiempo, atraídas por un 
gradiente de VEGF, y pasan al compartimento inferior del transwell, con respecto a las células 
WT que pasan a las 48 horas. B. Valor promedio del número de horas que tarda cada línea 
celular de MLEC en alcanzar una tasa de migración del 50% respecto a la de las células WT a 
las 48h. C. Tanto por ciento de células EA.hy926 que migran a lo largo del tiempo, atraídas por 
un gradiente de VEGF, y pasan al compartimento inferior del transwell, con respecto a las 
células Mock que pasan a las 48 horas. D. Valor promedio del número de horas que tarda cada 
línea de células EA.hy926 en alcanzar una tasa de migración del 50% respecto a la de las 
células Mock a las 48h. En A. y C., cada punto representa la media ± EEM. En B. y D., se 
representa el valor de x interpolado para y=50 ± límites mínimo y máximo, con un intervalo 
de confianza del 95%. Los resultados representan la media de 3 experimentos en cada caso. 
Test estadístico ANOVA de doble vía de medidas repetidas: * p<0,05 vs. Mock.	
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Figura 52. Transmigración de células endoteliales a través de Matrigel® 

A. Tanto por ciento de células MLEC que invaden el Matrigel® a lo largo del tiempo, atraídas 
por un gradiente de VEGF, y pasan al compartimento inferior del transwell, con respecto a las 
células WT que pasan a las 48 horas. B. Valor promedio del número de horas que tarda cada 
línea celular de MLEC en alcanzar una tasa de invasión del Matrigel® del 50% respecto a la de 
las células WT a las 48h. C. Tanto por ciento de células EA.hy926 que invaden el Matrigel® a lo 
largo del tiempo, atraídas por un gradiente de VEGF, y pasan al compartimento inferior del 
transwell, con respecto a las células Mock que pasan a las 48 horas. D. Valor promedio del 
número de horas que tarda cada línea de células EA.hy926 en alcanzar una tasa de invasión 
del Matrigel® del 50% respecto a la de las células Mock a las 48h. En A. y C., cada punto 
representa la media ± EEM. En B. y D., se representa el valor de x interpolado para y=50 ± 
límites mínimo y máximo, con un intervalo de confianza del 95%. Los resultados representan 
la media de 3 experimentos en cada caso. Test estadístico ANOVA de doble vía de medidas 
repetidas.	
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9. Análisis del efecto de la sobreexpresión de endoglina en la formación de 

estructuras similares a capilares in vitro 

Para este estudio, sembramos las líneas EA.hy926 Mock, L-ENG+ y S-ENG+ sobre 

Matrigel® y, tras 12 horas en cultivo, observamos la formación de pseudocapilares. 

Tomamos microfotografías de todo el pocillo, que digitalizamos y analizamos con el 

software Fiji. Obtuvimos datos relativos al número de ramas y su longitud, y al número de puntos 

de unión. Una imagen representativa de los pseudocapilares formados por cada una de las tres 

líneas celulares, así como los resultados de la cuantificación estructural, se muestran en la Figura 

53. 

La sobreexpresión de L-endoglina en estas células hace que se organicen de forma 

bidimensional formando redes con menos ramificaciones y puntos de unión o nexos que las 

células WT, esto es, se trata de una agrupación más lineal y menos ramificada. Asimismo, las 

ramas L-ENG+ muestran una tendencia a presentar una mayor longitud, siendo la longitud 

máxima de las ramas L-ENG+ mayor que la de las células WT. Este efecto no se observa en las 

células S-ENG+, que no muestran diferencias con las controles WT en ninguno de estos 

parámetros. 

 

 

10. Estudio del efecto de la sobreexpresión de endoglina sobre la 

maduración vascular en la angiogénesis 

Para estudiar este proceso, utilizamos las muestras de modelos de angiogénesis in vivo 

de que disponíamos y analizamos la expresión de marcadores de células murales. 

Concretamente, en muestras de retinas y plugs lo que vamos a encontrar son 

fundamentalmente vasos pequeños, mayoritariamente capilares, donde la cobertura mural la 

constituyen los pericitos.  

Los marcadores de células murales analizados, pericitos, pero también CMLV, se 

recogen en la Tabla 16. 

 

 

 



 142  Resultados 
 

A. 

 

B. 

 

C. 

 

D. 

 

E. 

 

Figura 53. Análisis de las estructuras similares a capilares formadas por células 

endoteliales en Matrigel® 

A.  Microfotografías representativas de los “pseudocapilares” formados por las células 
EA.hy926 en cultivo. Cuantificación de los componentes estructurales de la red de 
pseudocapilares: número de ramas por imagen (B), cuantificación del número de puntos de 
unión por imagen (C), longitud promedio de las ramas de cada imagen (D) y promedio de la 
longitud de la rama más larga de cada imagen (E). Cada barra representa la media ± EEM. El 
resultado representa la media de 3 experimentos. Test estadístico ANOVA de una vía: * 
p<0,05 vs. WT.	
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Tabla 16. Relación de marcadores de células murales analizados mediante qPCR 

Gen Proteína Marcador de 

Cspg4 Cspg4 o NG2 
Pericitos, precursores de oligodendrocitos. 

(Dawson et al, 2000; Crisan et al, 2012; Kelly-
Goss et al, 2014) 

Pdgfrb PDGFR-β 

Pericitos, CMLV, fibroblastos, células 
pigmentadas de la retina, células mieloides, 

macrófagos. 
(Heldin & Westermark, 1999; Kelly-Goss et al, 

2014). 

Acta2 
Actina de músculo 

liso vascular  
(α-SMA) 

Pericitos, CMLV, fibroblastos, monocitos, 
macrófagos. 

(Gabbiani et al, 1984; Ludin et al, 2012; Kelly-
Goss et al, 2014) 

 

 

En primer lugar, analizamos la expresión del receptor β de PDGF en retinas de crías de 17 

días de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. La región que aislamos de la retina, la neurorretina o NFL 

(del inglés, Nerve Fiber Layer), que es la capa vascularizada, y que además de vasos sanguíneos 

consta de nervios y tejido conjuntivo (Chow & Lang, 2001). Por tanto, hay que analizar 

cuidadosamente los datos obtenidos, puesto que los fibroblastos y posibles macrófagos 

residentes en el tejido pueden expresar Pdgfrb, si bien las células murales son quienes lo 

expresan en más altos niveles. Se analizaron 8 retinas por cada línea de ratón transgénico. Los 

resultados se muestran a continuación, en la Figura 54. 

En el análisis de la expresión global del marcador Pdgfrb, observamos que no hay 

diferencias en cuanto al número de células positivas para este marcador entre las retinas de 

ratones L-ENG+ y ratones WT. Por el contrario, los ratones S-ENG+ presentan menor cantidad 

de células que expresen este gen. Si expresamos los niveles de mensajero de Pdgfrb en función 

de la expresión de marcadores de células endoteliales, podemos aproximarnos al ratio célula 

mural / célula endotelial de la muestra. En este caso, no hay diferencias en ninguna de las dos 

líneas de ratones transgénicos con respecto al control. Por tanto, esto nos lleva a pensar que, 

corroborando los resultados previos, los ratones S-ENG+ presentan una menor vascularización 

de la retina, pero que la cobertura mural, expresada como proporción de células murales por 

cada célula endotelial, no se encuentra alterada. 

También se llevó a cabo el estudio de la expresión de Cspg4, pero en estas muestras la 

expresión es tan baja que no pudo ser detectada mediante qPCR. No se analizó la expresión de 
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Acta2 puesto que este gen se expresa en altos niveles en fibroblastos y, al tratarse de un tejido, 

con su correspondiente tejido conjuntivo, este análisis no respondería a nuestra pregunta. 

 

A. 

 

B. 

 

C. 

 

 

Figura 54. Expresión de un marcador de células murales en retina 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Pdgfrb (A), Pdgfrb vs. Eng/Pecam1 (B) y 
Pdgfrb vs. Cdh5 (C).  Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la expresión 
relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 
percentil. WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=7). Test estadístico ANOVA de una vía: ** 
p<0,01 vs. WT.	

 

 

 

El análisis en retina sólo contempla un marcador de células murales y su análisis puede 

resultar controvertido al tratarse de un tejido. Por ello, quisimos analizar más ampliamente la 

cobertura mural de los vasos formados en nuestros ratones mediante el análisis de marcadores 

de células murales en los vasos de los plugs. Se analizaron como mínimo 8 plugs de, al menos, 6 

ratones diferentes. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 55. 
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A. 

 

B. 

 

C. 

 

 

Figura 55. Expresión de marcadores de células murales en plugs de Matrigel® 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Cspg4 (A), Pdgfrb (B) y Acta2 (C). Los 
valores se representan como el logaritmo en base dos de la expresión relativa de cada muestra 
con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=9), L-ENG+ 
(n=8) y S-ENG+ (n=10). Test estadístico ANOVA de una vía: * p<0,05 vs. WT; ** p<0,01 vs. WT; 
## p<0,01, S-ENG+ vs. L-ENG+.	

 

 

 

Se observa una tendencia a una reducida expresión de marcadores murales en plugs de 

ratones L-ENG+ con respecto a ratones control, mientras que la sobreexpresión de S-endoglina 

se traduce en un aumento de los niveles de marcadores de células murales, destacando Cspg4. 

Nuevamente, para conocer la expresión de estos marcadores en función de la expresión 

de marcadores endoteliales, y aproximarnos así al ratio célula mural / célula endotelial de la 

muestra del plug, representamos estos datos relativizados por la expresión, tanto de Eng y 

Pecam1 por un lado, como de Tek, exclusivamente endotelial, por otro. Los resultados se 

representan en la Figura 56. 
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A. 

 

B. 

 

C. 

 

D. 

 

E. 

 

F. 

 

 

Figura 56. Expresión de marcadores de células murales relativizados por la expresión 

de marcadores endoteliales, en plugs de Matrigel® 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Cspg4 vs. Eng/Pecam1 (A), Cspg4 vs. Tek 
(B), Pdgfrb vs. Eng/Pecam1 (C), Pdgfrb vs. Tek (D), Acta2 vs. Eng/Pecam1 (E) y Acta2 vs. Tek (F). 
Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la expresión relativa de cada 
muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT 
(n=8), L-ENG+ (n=7) y S-ENG+ (n=10). Test estadístico ANOVA de una vía: * p<0,05 vs. WT.	
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Observamos que se mantienen las diferencias en Cspg4, que ese expresa más en plugs de 

ratones S-ENG+ que de ratones control. Por el contrario, no hay diferencias en ratones L-ENG+ ni 

S-ENG+, en cuanto a la expresión Pdgfrb y Acta2, con respecto a las muestras de ratones WT.  

 

Las citoquinas CXCL12 y PDGF-B son potentes quimiotácticos de células murales, 

liberadas al tejido principalmente por las células endoteliales.  

Analizamos la expresión de los genes Cxcl12 y Pdgfb, en muestras de plugs. Se analizaron 

un mínimo de 7 plugs de 6 ratones diferentes. Los resultados se muestran en la Figura 57. 

 

A. 

 

B. 

 

C. 

 

D. 

 

 

Figura 57. Expresión de citoquinas atrayentes de células murales en plugs de Matrigel® 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Cxcl12 (A), Cxcl12 vs. Tek (B), Pdgfb (C) y 
Pdgfb vs. Tek (D). Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la expresión 
relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 
percentil. WT (n=9), L-ENG+ (n=7) y S-ENG+ (n=10). Test estadístico ANOVA de una vía: ** 
p<0,01 vs. WT.	
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Este análisis se llevó a cabo también en muestras de sprouts de anillos de aorta en 

Matrigel®. Se analizaron como mínimo 6 muestras de, al menos, 6 ratones diferentes. Los 

resultados se muestran en la Figura 58. 

 

A. 

 

B. 

 

 

Figura 58. Expresión de citoquinas atrayentes de células murales en anillos de aorta en 

Matrigel® 

Análisis mediante qPCR de los niveles de expresión de Cxcl12 (A) y Pdgfb (B). Los valores se 
representan como el logaritmo en base dos de la expresión relativa de cada muestra con 
respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=10), L-ENG+ 
(n=10) y S-ENG+ (n=9). Test estadístico ANOVA de una vía.	

 

 

 

No se observan diferencias en la expresión de Cxcl12 en los ratones transgénicos L-

ENG+ y S-ENG+ con respecto a los WT, ni en el ensayo de plugs ni en anillos de aorta. En cambio, 

aunque en anillos de aorta la expresión de Pdgfb no muestra diferencias entre las tres líneas de 

ratones estudiadas, en los plugs extraídos de ratones S-ENG+ la expresión de este gen sí se 

observa incrementada. Estas diferencias desaparecen al representar la expresión de este gen en 

relación con la expresión del marcador endotelial Tek, por lo que podemos pensar que las 

células endoteliales de los ratones L-ENG+ y S-ENG+ no presentan variaciones en la expresión de 

estas citoquinas, al compararlas con las de ratones control WT. 
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❝Pelearé hasta el último segundo y mi epitafio será: 
“No estoy de acuerdo”.❞ 

Joaquín Sabina 

Discusión  
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Como ya ha quedado patente, endoglina es una molécula esencial en la formación y 

función de la vasculatura. Numerosos estudios han analizado el efecto negativo que tienen la 

deficiencia y la ausencia de endoglina en la formación de vasos sanguíneos funcionales, 

demostrando su papel esencial en la misma. También se ha descrito un aumento de los niveles 

de endoglina en las células endoteliales durante la angiogénesis activa. Sin embargo, si bien se 

conocen algunas respuestas reguladas por endoglina en la célula endotelial, hasta la fecha no se 

conoce con certeza la regulación de la expresión de endoglina durante la angiogénesis ni cómo 

endoglina regula determinados procesos celulares que pueden estar involucrados en la 

angiogénesis. 

Para la realización de este trabajo, se generaron líneas de ratones transgénicos en los que 

se sobreexpresaron las isoformas de endoglina de membrana, bien L-endoglina (L-ENG+) o 

bien S-endoglina (S-ENG+). Sus respuestas se compararon con las de ratones control (WT). Se 

sobreexpresaron proteínas humanas y no de ratón porque esto permite diferenciar las proteínas 

exógenas de las endógenas. La sobreexpresión de la isoforma mayoritaria tiene como objetivo el 

estudio del efecto que el aumento en los niveles de endoglina tiene en la angiogénesis. La 

sobreexpresión de la isoforma corta nos permite conocer si, en el proceso estudiado, el dominio 

intracelular de endoglina está jugando un papel esencial: en este modelo, será S-endoglina quien 

preferentemente forme parte de los complejos de receptores de TGF-β, debido a sus elevados 

niveles, por lo que actuaría como dominante negativo del efecto de L-endoglina; así, si el 

dominio citoplasmático de endoglina está directamente implicado en el proceso en estudio, la 

respuesta en el ratón S-ENG+ se verá alterada en comparación con la respuesta observada en el 

ratón L-ENG+. En cambio, en procesos modulados exclusivamente por el dominio extracelular, 

la respuesta tras la sobreexpresión de cualquiera de las dos isoformas será la misma. 

 

 

1. Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la reperfusión post-

isquémica 

Nuestra primera aproximación fue estudiar el efecto de la sobreexpresión de las 

isoformas de endoglina sobre la reperfusión post-isquémica. La vascularización que tiene lugar 

tras los eventos isquémicos ha sido ampliamente estudiada y anteriormente revisada por 

Silvestre y colaboradores (Silvestre et al, 2008), y su importancia en la recuperación del órgano 

afectado por la isquemia se ha hecho patente en numerosos estudios (Attanasio & Snell, 2009; 

Cho et al, 2007; Ma et al, 2015; Persson & Buschmann, 2011). En este sentido, existen artículos 
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previos que afirman que endoglina es fundamental en la revascularización y recuperación del 

tejido isquémico (Jerkic et al, 2006b; van Laake et al, 2006). Hay que tener en cuenta que en 

respuesta a la isquemia no sólo se desencadena la angiogénesis, sino que hay procesos de 

arteriogénesis o formación de arterias y arteriolas mediante el engrosamiento y maduración de 

vasos preexistentes, que también contribuyen al aumento de la perfusión. Además, es muy 

importante el componente inflamatorio de la angiogénesis: a la zona acuden numerosas células 

sanguíneas y se liberan factores proinflamatorios, que también tendrán un efecto en la respuesta 

endotelial y la angiogénesis (Silvestre et al, 2008). 

En nuestros resultados, la sobreexpresión de L-endoglina no conllevó ninguna 

diferencia en cuanto a la tasa de reperfusión post-isquémica tras la ligadura de la arteria femoral, 

al compararla con la de ratones control, WT. Por el contrario, la sobreexpresión de S-endoglina 

produjo un retraso de la reperfusión de la extremidad, con respecto a la observada en ratones 

WT, diferencias ya apreciables en el primer día tras haber practicado la isquemia. Estas 

diferencias se mantenían e incluso se acentuaban a lo largo del periodo de recuperación (Figura 

31). El efecto observado en los ratones S-ENG+ es similar al que se ha descrito en los ratones 

Eng+/- (Jerkic et al, 2006b). En  los ratones S-ENG+, la alta expresión de S-endoglina haría que 

fuese esta isoforma la que mayoritariamente formara parte de los complejos de receptores, 

compitiendo con la isoforma normal endógena; como S-endoglina carece de gran parte del 

dominio intracelular, en esta situación los efectos mediados por éste no podrán llevarse a cabo. 

S-endoglina estaría actuando como un dominante negativo de la isoforma mayoritaria e 

impidiendo su efecto, y por ello la respuesta es similar a la observada en los ratones deficientes 

en endoglina. Nuestros resultados y los antecedentes bibliográficos nos permiten concluir que, 

efectivamente, endoglina es esencial para la reperfusión post-isquémica, y que en esta función es 

esencial su dominio intracelular. 

 

 

2. Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la angiogénesis in vivo 

Como ya hemos apuntado anteriormente, el modelo de reperfusión post-isquémica nos 

aproxima a la respuesta revascularizadora que tiene lugar tras las isquemia, pero no podemos 

atribuir estas diferencias directamente a diferencias en la respuesta angiogénica en estos ratones. 

Por ello, pusimos a punto dos modelos en los que poder estudiar el proceso de angiogénesis en 

los ratones utilizados en este trabajo. Por un lado, estudiamos la vascularización de las retinas de 

estos ratones, que sucede mediante un proceso de angiogénesis que tiene lugar durante los 

primeros 8 días de vida. El modelo de retina en el estudio de la angiogénesis y la formación de la 
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vasculatura ha sido ampliamente descrito y desarrollado (Fruttiger, 2007; Stahl et al, 2010). Tras 

los primeros 8 días, en la retina siguen teniendo lugar procesos de angiogénesis a medida que 

crece el órgano y requiere ser vascularizado. Por otra parte, utilizamos el “Ensayo Directo de 

Angiogénesis In Vivo” (EDAIV) para cuantificar la invasión por vasos de nueva formación, y los 

plugs subcutáneos de Matrigel® como abordaje complementario al EDAIV en el que analizar la 

expresión génica de las células de los vasos formados. Estos dos modelos han sido también 

descritos anteriormente y utilizados en numerosas ocasiones (Passaniti et al, 1992; Guedez et al, 

2003). 

La retina del ratón nos permite estudiar el proceso de angiogénesis de una forma más 

visual puesto que, a diferencia del anterior modelo de isquemia-reperfusión, podemos analizar 

con mucha facilidad la estructura de los vasos que se forman en este órgano. Así, el marcaje 

específico de los vasos del whole mount de retina nos permite observar el árbol vascular y 

analizar en él posibles alteraciones. La primera medida que se puede hacer gracias a esta técnica 

es la cuantificación de la longitud avanzada por el frente de angiogénesis, es decir, la progresión 

del plexo vascular en formación. Observamos que la sobreexpresión de L-endoglina llevó a una 

reducción significativa de este parámetro, siendo el árbol vascular formado más pequeño que el 

de los ratones WT y S-ENG+, entre los que no se observaron diferencias (Figura 33). Además, la 

cuantificación de los elementos estructurales de los vasos (ramas y puntos de unión y longitud 

de las ramas) indicó que los vasos de retinas de ratones L-ENG+ se ramificaban más. Estas ramas 

tendían a ser más cortas, si bien la densidad de vasos era mayor que en las retinas control y S-

ENG+. La vasculatura de retinas de ratones S-ENG+ presentaba ramas más largas, pero la 

densidad de vasos era la misma que en retinas de ratones WT (Figura 34). Anteriormente se ha 

descrito cómo en retinas de crías de ratones knock-out para endoglina se produce un reducido 

desarrollo del plexo vascular, junto con alteraciones estructurales en los vasos formados 

(Mahmoud et al, 2010). Tomados en conjunto con los datos anteriores, este resultado nos lleva a 

pensar que, si bien la correcta expresión de endoglina es esencial para la respuesta angiogénica, 

su sobreexpresión constante impide una vascularización normal. La tinción específica con un 

anticuerpo anti-endoglina de ratón (endógena), mostró cómo esta proteína se sobreexpresa en 

el frente angiogénico, mientras que sus niveles eran menores en los vasos ya formados (Figura 

32). Esto nos lleva a pensar que puede ser necesario que los niveles de endoglina en el endotelio 

regresen a niveles basales para la estabilización de los vasos, o incluso para su maduración, y que 

cuando esto no sucede, no se forma un árbol vascular normal sino que los vasos tienden a 

ramificarse más en lugar de estabilizarse, y esto puede ser lo que esté ocurriendo en nuestro 

modelo, donde se sobreexpresa endoglina de forma constante y ubicua. Este proceso sería 

dependiente del dominio intracelular de endoglina, ya que no se observa en los ratones S-ENG+. 

En estos ratones, sin embargo, la sobreexpresión de S-endoglina no llevó a un retraso de la 
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angiogénesis como se observaba en la reperfusión, sino que llevó a una alteración estructural de 

los vasos formados. Estos datos son consistentes con los resultados obtenidos en el estudio de la 

vasculatura de la retina de ratones Eng+/- (Park et al, 2013), en los que el área vascularizada es 

similar al que se observa en ratones control, pero los vasos formados presentan ciertas 

alteraciones. Todo esto nos hace pensar que es fundamental el correcto funcionamiento del 

dominio intracelular de endoglina durante la angiogénesis en la retina.  

El análisis de expresión de marcadores de células endoteliales en la retina mediante 

qPCR permite conocer la expresión relativa de estas moléculas, en función de la expresión de un 

gen de expresión ubicua o housekeeping. De este modo, podríamos estimar la abundancia 

relativa de un tipo celular en un tejido en cuestión, en este caso las células endoteliales. Pero no 

podemos asumir que esto sea así sin confirmarlo por otra técnica, puesto que casi todas las 

moléculas específicas de células endoteliales son susceptibles de ver regulada su expresión.  

Elegimos los marcadores de endotelio PECAM1, endoglina, VE-cadherina y Tie2. 

PECAM1 y endoglina también se expresan en otros tipos celulares, aunque se expresan 

preferentemente en endotelio, tanto es así que se han utilizado tradicionalmente como 

marcadores de endotelio, tanto en investigación como en diagnóstico clínico (Nassiri et al, 2011; 

Pappa et al, 2013). VE-cadherina y Tie2 son más específicos, de forma que se han generado líneas 

de ratones transgénicos con genes inducibles o knock-out inducible restringidos al endotelio, 

bajo el control del promotor de estos dos genes (Kisanuki et al, 2001; Mahmoud et al, 2010; Tual-

Chalot et al, 2014). Además, analizamos la expresión de ZO-1, proteína de carácter epitelial y 

endotelial que, en nuestro caso, es expresada fundamentalmente por células endoteliales y nos 

da información sobre la estabilidad del endotelio. 

PECAM1 es un proteína de la familia de las inmunoglobulinas que se expresa en niveles 

elevados en la superficie de las células endoteliales, donde está implicada en interacciones entre 

células adyacentes (Muller et al, 1989; Wu & Sheibani, 2003), así como entre células endoteliales 

y células circulantes, y con la MEC (Sheibani et al, 1999). PECAM1 se ha mostrado esencial para la 

angiogénesis, puesto que ratones Pecam1-/- presentan una vasculatura reducida y alterada, y 

además no mostraron respuesta angiogénica en el modelo de OIR (Park et al, 2015). Anticuerpos 

frente a PECAM1 impiden la formación de uniones entre células endoteliales en cultivo, así 

como la organización en estructuras bidimensionales similares a capilares en Matrigel® y la 

angiogénesis en un ensayo de córnea en ratón (Sheibani et al, 2000). Los mecanismos por los 

que actúa son aún muy desconocidos, aunque se sabe que forma parte del complejo de 

detección de cambios en el shear stress.  

En cuanto a VE-cadherina o cadherina-5, se trata de la proteína que constituye las 

uniones adherentes entre células endoteliales en el endotelio quiescente. La regulación de la 
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formación / destrucción de las uniones homotípicas de VE-cadherina es esencial para el 

desarrollo de la angiogénesis. La expresión de VE-cadherina se inhibe ante estímulos 

angiogénicos como FGF. Además, el knock-out, la reducción de la expresión o el bloqueo de la 

señalización de VE-cadherina, llevan a un excesivo sprouting por el incremento de células tip y 

de filopodios (Abraham et al, 2009; Gaengel et al, 2012). VE-cadherina interacciona con el 

citoesqueleto de actina a través de proteínas de andamiaje como β-catenina (Gavard, 2014). 

VEGFR2 inhibe la unión entre VE-cadherina y β-catenina, mientras que TGF-β la promueve 

(Cook et al, 2008), mecanismo en el que podría estar implicado endoglina. Zyxina, proteína del 

citoesqueleto con la que endoglina interacciona, se encuentra estructuralmente unida al 

complejo cadherina / catenina / actinina (Lee et al, 2004b).  

ZO-1 o Tjp1 (del inglés, Tight Junction Protein 1) forma parte principalmente de las 

uniones ocluyentes o zonula occludens de endotelio y epitelio, y es fundamental en el 

mantenimiento de la integridad de estos tejidos barrera (Harhaj & Antonetti, 2004). Además, 

proporciona un anclaje entre los núcleos de VE-cadherina y las proteínas del citoesqueleto 

vinculina y miosina II. ZO-1 es necesaria para la correcta migración de las células endoteliales 

durante el sprouting, lo que se ha visto tanto in vitro como in vivo (Tornavaca et al, 2015). 

Tie2, Tek en ratón, es un receptor de angiopoietinas y marcador específico de células 

endoteliales, en las que se encuentra constitutivamente activo (Jones & Dumont, 2000). La 

activación de Tie2 por angiopoietina 1 (Ang1) promueve la estabilización de las uniones célula-

célula y célula-matriz, así como el reclutamiento de células murales, manteniendo la estabilidad 

del endotelio y promoviendo la maduración del vaso. Ang2 no es capaz de activar Tie2, por lo 

que se cree que actúa como inhibidor competitivo de la función de Ang1 (Eklund & Olsen, 

2006). La expresión del gen y la fosforilación de la proteína Tie2 aumentan durante la 

angiogénesis (Wong et al, 1997). Recientemente se ha demostrado que el silenciamiento de Tie2 

supone la desestabilización de las uniones entre células endoteliales, de forma mediada por 

Ang2 e integrinas β1 (Hakanpaa et al, 2015), y se sabe que Tie2 contrarresta la desestabilización de 

las uniones endoteliales de VE-cadherina por acción de VEGF (Milam & Parikh, 2015). 

En nuestros resultados, el análisis de la expresión de estos genes endoteliales en retina 

muestra cómo las retinas de ratones S-ENG+ expresaban menos Eng, Pecam1 y Cdh5, y esta 

tendencia se observó también para Tek, sin llegar en este caso a mostrar diferencias 

significativas. Sí se vio significativamente reducida la expresión de Tek en retinas de ratones L-

ENG+, que apoya la hipótesis de una menor estabilidad del endotelio de los vasos formados en 

estas retinas, donde no hay diferencias en cuanto a la expresión de los otros genes (Figura 35). 

Estos resultados indicarían una menor abundancia de células endoteliales en las retinas de 

ratones S-ENG+. El hecho de que la ramificación de los vasos en las retinas S-ENG+ fuese similar 
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a las de retinas WT, mientras que la longitud promedio de las ramas era mayor, junto con este 

dato que indica un menor contenido de células endoteliales, nos lleva a pensar de nuevo que el 

dominio intracelular de endoglina puede estar jugando un papel en la dinámica endotelial y en 

su organización en los vasos. Debemos considerar que el estudio de la expresión génica se llevó a 

cabo en retinas de ratones más mayores, de 17 días, lo que nos permitió obtener una mayor 

cantidad de muestra, pero cuyo árbol vascular puede no encontrarse en el mismo estado que en 

tiempos más tempranos del desarrollo, puesto que en este punto tienen lugar más fenómenos 

de maduración vascular y no exclusivamente de sprouting (Hofmann & Iruela-Arispe, 2007a). 

 

Además de estudiar la formación de la vasculatura de la retina, utilizamos otro modelo 

en el que estudiar la angiogénesis in vivo, como es el EDAIV. El primer análisis que llevamos a 

cabo en el EDAIV fue la estimación de la distancia invadida por vasos. En este caso no se puede 

medir exactamente el alcance del frente de vascularización, sino que simplemente podemos 

estimar que llega hasta donde se observa un cambio de tonalidad en la matriz del vaso debido a la 

sangre, que se supone contenida en los vasos formados. En nuestros resultados, el frente de 

vasos alcanzaba una mayor distancia en los ratones L-ENG+ que en los ratones WT. 

Nuevamente, no observamos diferencias en este parámetro en los ratones S-ENG+ con respecto 

a los WT (Figura 36). Por otro lado, el marcaje con lectina fluorescente de las células endoteliales 

contenidas en los tubos, indicó un menor número células endoteliales, tanto en tubos 

implantados en ratones L-ENG+ como S-ENG+ (Figura 37). Esta aparente incongruencia entre 

los datos obtenidos para los ratones L-ENG+ nos hace pensar que la estimación de la distancia 

invadida puede ser errónea. En realidad, no podemos saber si verdaderamente la sangre que 

observamos se encuentra en los vasos o, en el caso de un posible endotelio no estable, se ha 

extravasado pudiendo difundir por la matriz y alterar nuestra medición. 

El análisis de la expresión de los marcadores endoteliales Eng, Pecam1, Cdh5 y Tek en 

plugs  de Matrigel® no mostró diferencias (Figura 38), lo que se puede explicar si pensamos que 

el tipo celular mayoritario en este tejido es la célula endotelial. En este caso no observamos una 

menor expresión de Tek en el endotelio de los vasos formados en tubos implantados en ratones 

L-ENG+. En la bibliografía se recoge cómo, si bien la hipoxia sí es capaz de inducir la expresión de 

Tie2, así como también lo hacen ciertas citoquinas proinflamatorias (Willam et al, 2000), VEGF 

por sí mismo no induce la expresión de este gen (Oh et al, 1999). Por lo tanto en retina puede 

haber una respuesta a la hipoxia mediada por otro agente que no sea VEGF, que induzca la 

expresión de Tie2, que a su vez mediará la respuesta angiogénica y la estabilización de los vasos. 

Este efecto de la hipoxia sobre la expresión de Tie2 se ve reducido ante la sobreexpresión de L-

endoglina. Pero en el EDAIV no se dan estas condiciones, sino que simplemente hay VEGF y 
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FGF en el interior del tubo, por lo que no se produce esta regulación de la expresión de Tie2. ZO-1 

(Tjp1) en este contexto sólo es expresado por las células endoteliales estables (Kim et al, 2009). 

No encontramos diferencias significativas entre los tres tipos de ratones en cuanto a la expresión 

de Cdh5 ni de Tjp1 (Figura 38), indicando que no hay alteración en los niveles de expresión de 

estos genes, si bien no sabemos si la distribución de las proteínas que codifican y su función son 

normales ante la sobreexpresión de una u otra isoforma de endoglina. 

 

A la vista de los resultados in vivo, podemos concluir que la sobreexpresión de L-

endoglina no afecta a la recuperación de la perfusión post-isquémica en un modelo de isquemia 

femoral. Los resultados obtenidos en este modelo indican una implicación de endoglina 

mediada por su dominio intracelular en este proceso, puesto que la sobreexpresión de S-

endoglina lo altera, retrasando significativamente la reperfusión. La falta de respuesta a la 

sobreexpresión de L-endoglina puede deberse a que la expresión de endoglina aumenta en 

respuesta a la isquemia, como se describe en la bibliografía (van Laake et al, 2006) y, más 

concretamente, a la hipoxia (Park et al, 2013; Barnett et al, 2014), aumentando sus niveles en las 

zonas que están experimentando angiogénesis activa, como hemos visto en retina. Así, cabe 

pensar que en los vasos de la zona isquémica de ratones WT, los niveles de endoglina se 

encuentren aumentados durante el proceso debido a la situación de hipoxia en la que se 

encuentra el tejido. Una sobreexpresión exógena adicional de endoglina puede no tener ningún 

efecto añadido en la reperfusión. Otra hipótesis sería que un exceso de L-endoglina lleve a una 

vascularización anómala, pero que sí genere vasos funcionales que permitan la reperfusión del 

tejido: esta teoría se apoya en la evidencia de los elevados niveles de endoglina en el endotelio de 

los vasos tumorales, donde la angiogénesis se excesivamente activa dando lugar a vasos 

anómalos y altamente desorganizados (Nassiri et al, 2011). Por el contrario, la sobreexpresión de 

S-endoglina estaría enmascarando el aumento de los niveles de endoglina larga endógena, es 

decir, estaría actuando como un dominante negativo, incapaz de ejercer el efecto de L-endoglina 

debido a la carencia de la mayor parte del dominio intracelular. Esto indica un papel esencial de 

endoglina, mediado por   su dominio intracelular, en este proceso de reperfusión. El estudio de 

los vasos formados en la retina y el EDAIV ante la sobreexpresión de endoglina indica que, 

aunque no se observen diferencias en la tasa de reperfusión, el proceso de angiogénesis sí se 

altera ante niveles de endoglina elevados permanentemente. Por tanto, la recuperación de la 

perfusión de la extremidad en los animales L-ENG+ se puede deber a vasos defectuosos pero que 

sí transporten sangre, y/o a procesos simultáneos de vasculogénesis, que no sabemos cómo 

tienen lugar durante la reperfusión, ni el papel que endoglina juega en ellos.  
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Concretamente, en el estudio de la angiogénesis in vivo observamos un menor avance 

de la vascularización hacia el foco hipóxico, pero con una mayor formación de vasos por área, 

más cortos y ramificados, en retinas de ratones L-ENG+, en comparación con retinas control. 

Cabría pensar en una reducción de la estabilización y/o maduración en los vasos formados en las 

retinas en respuesta a L-endoglina, apoyada por la expresión reducida de Tek. En el EDAIV 

observamos una mayor invasión del frente formado por la vasculatura, que podría deberse a una 

extravasación de sangre si los vasos formados presentan un endotelio inestable, lo que estaría de 

acuerdo con la hipótesis planteada para los vasos de la retina. En ninguno de los dos estudios de 

la respuesta angiogénica in vivo, ni en retinas ni en el EDAIV, se observan diferencias entre los 

ratones S-ENG+ y WT en cuanto a la invasión por parte de los vasos formados, y sí se observa una 

reducción en el número de células endoteliales que los forman. Esta teoría viene apoyada por 

recientes evidencias que demuestran que elevados niveles de VEGF inducen la 

desestabilización del endotelio de una forma mediada por una reducción en la señalización de 

Smad2/3 (Groppa et al, 2015), vía que se sabe que es inhibida por endoglina (Goumans et al, 

2003a), por lo que es quizá este aumento de endoglina quien regula, al menos en parte, la 

respuesta a VEGF que inicia el sprouting. La carencia de gran parte del dominio intracelular en S-

endoglina impediría este efecto y, por tanto, la desestabilización endotelial que induce la 

sobreexpresión de L-endoglina. Además, se cree que S-endoglina promueve la señalización a 

través de Smad2/3 (Velasco et al, 2008). Una diferencia fundamental entre ambos modelos es 

que, mientras que en retina se produce una respuesta angiogénica fisiológica y coordinada, en el 

EDAIV se crean unas condiciones artificiales en las que hay un gran foco de VEGF y FGF en el 

interior del tubo, pero no se trata de un gradiente regulado de forma fina, por lo que no sabemos 

si los procesos de estabilización y maduración de los vasos, que tienen lugar en microambientes 

con menores niveles de factores proangiogénicos, están teniendo lugar de la misma manera que 

en condiciones fisiológicas. Quizá en los tubos del EDAIV haya una desestabilización endotelial 

y una respuesta angiogénica permanentes debido a la presencia generalizada de estas moléculas 

proangiogénicas, incrementada por la sobreexpresión de endoglina.  

 

Por tanto, nuestra hipótesis a la vista de estos resultados sería la participación de 

endoglina durante los eventos de angiogénesis activa que suponen la desestabilización del 

endotelio y la formación de sprouts que darán lugar a nuevos vasos. En estas etapas, los niveles 

de endoglina aumentan en respuesta al estímulo angiogénico, y este aumento impide que haya 

una estabilización endotelial y/o una maduración subsiguiente de los vasos que se van 

formando, para lo que sería necesario que los niveles de endoglina vuelvan a una situación basal. 

Además, el dominio intracelular de endoglina parece jugar un papel fundamental en los 

procesos angiogénicos que regula endoglina, puesto que la sobreexpresión de la forma que 
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carece de casi todo este dominio citosólico lleva a una reperfusión deficiente debido, al menos 

en parte, a la formación de vasos con alteraciones estructurales: más alargados pero formados 

por menos células. 

 

 

3. Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la regulación génica del 

sprouting 

Para estudiar si estas diferencias se debían a una alteración del mecanismo de regulación 

de la diferenciación tip / stalk durante el sprouting debida a los elevados niveles de expresión de 

endoglina, y si la sobreexpresión de S-endoglina conllevaba alguna alteración en esta posible 

regulación, analizamos la expresión de genes que se sabe que es regulada en el endotelio durante 

la angiogénesis.  

Como ya se ha discutido previamente, corregir la expresión de los genes en estudio por 

un housekeeping de expresión ubicua, nos daría una estimación de la cantidad de células que 

expresan ese gen en relación al total de células en el tejido. En lugar de eso, en este caso lo que nos 

interesa es saber cuántas células del total de células endoteliales han transformado su fenotipo 

en célula tip o stalk. Por esa razón, corregimos los marcadores por la expresión de los genes que 

hemos empleado como marcadores de células endoteliales. 

Mediante esta aproximación, analizamos la expresión de Notch1 y Kdr en retinas, pero 

no encontramos diferencias entre las distintas líneas de ratones. Solamente cuando corregimos 

la expresión de Kdr en función de la expresión de Cdh5, exclusivamente endotelial, se observa 

una menor expresión en los ratones S-ENG+ (Figura 39). Estas diferencias pueden deberse a una 

reducida diferenciación en el endotelio de estos ratones a célula tip, pero también a una 

regulación de la expresión de Cdh5. En la bibliografía se ha descrito que la deficiencia o ausencia 

de endoglina reduce muy significativamente los niveles VE-cadherina, si bien sólo se ha 

estudiado a nivel proteico y en células en cultivo (Park et al, 2013; Jerkic & Letarte, 2015). Por 

tanto, con estos resultados no podemos saber si la regulación molecular del sprouting en retina 

se encuentra alterada por la sobreexpresión de las isoformas de endoglina, y sería necesario 

llevar a cabo más estudios en este sentido. 

A pesar de que sí se sabe que existe una relación entre la expresión de Dll4 y de Eng, 

puesto que embriones knock-out para Dll4 presentan una reducida expresión de Eng (Benedito 

et al, 2008), no se sabe qué relaciona la expresión de ambos genes, ni si este efecto se observa 

también en la angiogénesis fisiológica. También se conoce una colaboración entre la 
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señalización de TGF-β y la de Notch en la selección de las células tip y stalk, ya que se ha descrito 

que una reducción de la señalización de la vía de Notch en ratones haploinsuficientes para 

Smad1/5, aunque no se ha estudiado si endoglina juega algún papel en este proceso (Moya et al, 

2012). 

Sin embargo, el análisis de expresión de genes involucrados en el sprouting en plugs de 

Matrigel® (Figura 41) o en el modelo ex vivo de anillos de aorta en Matrigel® (Baker et al, 2012) 

(Figura 45), no mostró diferencias significativas en la expresión de los genes que codifican para 

Notch1, VEGFR2, Dll4 y Jagged1 entre los ratones L-ENG+ o S-ENG+, y los WT, por lo que 

podríamos deducir que la respuesta de sprouting no está directamente afectada por el aumento 

de expresión endoglina. De acuerdo con este resultado, tampoco se observaron diferencias en el 

volumen ocupado por sprouts crecidos a partir de anillos de aortas de ratones L-ENG+ o S-

ENG+, con respecto a los WT (Figura 43). El estudio previo llevado a cabo con anillos de aortas 

aisladas de ratones Eng+/- mostró cómo la deficiencia en endoglina sí reduce el sprouting a partir 

de anillos de aorta (Park et al, 2013), lo que nos hace pensar que endoglina es necesaria para el 

sprouting, si bien no parece que el aumento en sus niveles participe en la regulación de la 

selección tip / stalk. 

Como ya se ha apuntado, el reclutamiento y la diferenciación de precursores 

endoteliales también participa en el proceso de sprouting (Adams & Alitalo, 2007; Zhang & Xu, 

2014). Tampoco encontramos diferencias en los niveles de expresión de los marcadores de 

precursores endoteliales Cd34 y Prom1 en ratones L-ENG+ y S-ENG+, con respecto a los 

controles, ni en retina (Figura 40), ni en plugs de Matrigel® (Figura 41), ni en anillos de aorta 

(Figura 45). Debemos recordar que se ha descrito que Cd34 aumenta su expresión en la célula tip, 

por lo que nuevamente no observamos que se altere la regulación de la expresión de otro gen de 

sprouting tras la sobreexpresión de L o S-endoglina. 

 

 

4. Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la fisiología de la célula 

endotelial 

A la vista de los anteriores resultados, planteamos el subsiguiente el estudio in vitro de 

otros procesos celulares que tienen lugar durante la angiogénesis y que se pueden ver afectados 

por la expresión de endoglina. 

Se utilizaron dos modelos celulares: un cultivo primario de MLEC obtenidas de ratones 

L-ENG+ y S-ENG+, y ratones control WT, así como una línea de células endoteliales humanas, 
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EA.hy926, en las que sobreexpresamos L o S-endoglina mediante infección con virus portadores 

del gen de una u otra isoforma (líneas L-ENG+ y S-ENG+), o de vector vacío (línea Mock). 

Una respuesta de las células endoteliales que determina que el sprouting tenga lugar de 

forma coordinada es la regulación de la proliferación celular. Las células stalk tienen un fenotipo 

eminentemente proliferativo, y la regulación de su proliferación permite el crecimiento del 

sprout en dirección al estímulo angiogénico. Se ha documentado numerosas veces la 

implicación de endoglina en la proliferación de las células endoteliales. Como se recoge en la 

“Introducción” de este trabajo, se ha descrito que la activación de la señalización a través de 

Smad1/5/8 por parte de los miembros de la superfamilia de TGF-β, resulta en un aumento de la 

proliferación y migración celular en el endotelio (Oh et al, 2000; Goumans et al, 2002, 2003a; 

Lebrin et al, 2005; Goumans et al, 2009; Pardali et al, 2010; Mahmoud et al, 2011). Con respecto al 

papel de endoglina, la hipótesis más aceptada hasta la fecha en la bibliografía indica que la 

presencia de endoglina favorece la proliferación endotelial, al promover la señalización a través 

de ALK1 / Smad1/5/8. (Goumans et al, 2002, 2003a; van Meeteren et al, 2012; Nolan-Stevaux et al, 

2012; González-Núñez et al, 2013; Jonker, 2014). La mayoría de los estudios se han llevado a cabo 

en células deficientes en endoglina, y neutralizando e incluso restableciendo la expresión de 

endoglina en las mismas (Lebrin et al, 2004; Wang et al, 2013; Barnett et al, 2014). Pero también 

existen datos en sentido contrario, que afirman que la deficiencia o ausencia de endoglina 

promueve la proliferación de las células endoteliales (Pece-Barbara et al, 2005; Park et al, 2013; 

Pan et al, 2014). In vivo, se ha observado tanto un mayor número de células proliferativas en 

ausencia de endoglina en los vasos de la retina (Mahmoud et al, 2010), como una correlación 

entre el aumento de marcadores de proliferación en tumores y un aumento de la expresión de 

endoglina, si bien este estudio no diferencia tipos celulares y, como se ha expuesto 

anteriormente, el endotelio no es el único tejido dentro del tumor que expresa endoglina (Miller 

et al, 1999). En cuanto a las isoformas de endoglina, sólo se ha descrito que L-endoglina 

promueve la proliferación y S-endoglina la reduce en un modelo de mioblastos de rata en los que 

se sobreexpresó una u otra isoforma. Se demostró además el aumento de la activación de 

Smad1/5/8 en las células que expresaban L-endoglina y, por el contrario, la señalización a través 

de Smad2/3 en las células que expresaban S-endoglina (Velasco et al, 2008). La sobreexpresión 

de S-endoglina en células endoteliales se asoció a una proliferación reducida (Blanco et al, 

2008). 

Se llevó a cabo el estudio del proceso de proliferación en células endoteliales en cultivo 

mediante las técnicas de medida de la incorporación de BrdU y de recuento celular. El recuento 

de células EA.hy926 tras 72 horas en cultivo mostró una tendencia a una menor proliferación tras 

la sobreexpresión de cualquiera de las dos isoformas de endoglina, pero esta tendencia no fue 
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significativa en ninguno de los dos casos debido a la baja n del experimento (Figura 48). La 

sobreexpresión de L-endoglina conllevó una menor incorporación de BrdU en las células 

EA.hy926, y esta tendencia se observó también en las MLEC, si bien en éstas últimas las 

diferencias no resultaron significativas. Las células S-ENG+ no mostraron diferencias con 

respecto a sus controles, Mock o WT en cada caso (Figura 49). Por tanto, parece claro que el 

aumento de los niveles de L-endoglina reduce la proliferación endotelial, y que este efecto o no 

se produce o no es tan claro cuando la isoforma que se sobreexpresa es S-endoglina.  

 

Basándonos en nuestros resultados, nuestra hipótesis es que el exceso de endoglina 

lleva a una menor proliferación endotelial. Además, podemos concluir que al no observarse este 

efecto cuando se sobreexpresa la isoforma minoritaria S-endoglina, el dominio intracelular de 

endoglina media la respuesta antiproliferativa que ejerce el exceso de L-endoglina cuando sus 

niveles aumentan en el endotelio. Esta hipótesis viene apoyada por la idea de que son la 

señalización a través de las proteínas Smad y la activación de la expresión de ID1, mecanismos 

intracelulares, los mediadores de esta respuesta. En cualquier caso, no podemos ignorar los 

resultados que indican un papel de endoglina como promotora de la proliferación: hay que 

considerar las condiciones de los ensayos así como el origen de las células empleadas (micro o 

macrovasculatura) y, sobre todo, demostrar qué se observa in vivo. 

 

Además de la proliferación celular, hay otras respuestas celulares reguladas por 

endoglina durante la angiogénesis, que pueden contribuir a explicar el efecto que vemos in vivo. 

La capacidad de las células endoteliales para moverse y migrar hacia el estímulo angiogénico, 

invadiendo la MEC, es clave para que el sprouting dé lugar a vasos funcionales de forma eficiente. 

Como sucedía con la proliferación, la teoría más aceptada es la promoción de la migración 

endotelial por la señalización a través de ALK1 / Smad1/5/8 (Goumans et al, 2003a). Ésta es la 

teoría más aceptada, aunque también hay estudios que defienden una inhibición de la migración 

tras la activación de Smad1/5/8 (Scharpfenecker et al, 2007; Tian et al, 2012; Larrivee et al, 2012). 

La implicación de endoglina en estos procesos celulares ha sido muy estudiada pero, como ya se 

ha apuntado anteriormente, los resultados son contradictorios. Por un lado, una serie de 

estudios indican que endoglina es necesaria para la migración, ya que se ha visto que células 

endoteliales aisladas de ratones Eng+/- migran menos tanto en ensayos de scratch como a través 

de transwell (Jerkic et al, 2006b; Park et al, 2013). Además, el bloqueo de la expresión de 

endoglina con nucleótidos antisentido conlleva la inhibición de la migración por acción de TGF-

β (Li et al, 2000). Pero, por el contrario, otros estudios muestran que la inducción de la expresión 

de endoglina reduce la migración a través de transwell (Conley et al, 2004). MEEC procedentes 
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de animales Eng-/- migran más rápido (Lee & Blobe, 2007), y la recuperación de la expresión de 

endoglina reduce la migración a los niveles de las células WT (Pan et al, 2014). Además se ha 

demostrado que es la Ser646 quien está implicada en esta reducción de la migración (Ray et al, 

2010b). El tratamiento de HUVEC y HMEC con el anticuerpo TRC105, que neutraliza endoglina, 

promueve la migración de estas células en cultivo sin afectar a su viabilidad (Kumar et al, 2013). 

Un estudio más reciente muestra una reducción en la velocidad de migración celular en el 

ensayo de scratch por acción de TRC105, pero las elevadas dosis de anticuerpo utilizadas 

también inducían la apoptosis, lo que podría explicar este efecto (Liu et al, 2014a). Además, la 

sobreexpresión de cualquiera de las dos isoformas de endoglina de membrana reduce la 

migración de fibroblastos en cultivo (Guerrero-Esteo et al, 1999). Por otro lado, se ha 

demostrado que fibroblastos de piel obtenidos de ratones Eng+/- migraban significativamente 

más que las células obtenidas de ratones WT, tanto en ensayos de scratch como de migración en 

transwell. La sobreexpresión de L-endoglina en fibroblastos NIH3T3 reduce su migración 

(Pericacho et al, 2013). 

Ante estas diferencias, nos planteamos analizar qué sucede con la respuesta migratoria 

en las células endoteliales obtenidas de los ratones que sobreexpresan una u otra isoforma de 

endoglina y en las líneas celulares endoteliales humanas infectadas con L o S-endoglina. 

Empleamos dos modelos in vitro: por un lado, la motilidad de las células se puede estudiar 

gracias al ensayo de scratch en monocapa; por otra parte, el ensayo con transwell permite 

conocer la capacidad migratoria de las células endoteliales hacia un estímulo, en este caso 

VEGF, y además su capacidad para invadir la MEC hacia este estímulo si se siembran sobre 

Matrigel®. 

Al analizar la motilidad de las líneas de células EA.hy926 en la placa de cultivo en el 

ensayo de scratch, vimos cómo el dominio extracelular fue capaz de promover por sí mismo la 

motilidad de las células endoteliales sin necesidad de ningún estímulo quimiotáctico, puesto 

que tanto las células L-ENG+ como las S-ENG+ migraron más rápido que las Mock (Figura 50). 

Hay que tener en cuenta que, pese a ser un ensayo muy extendido para estudiar la motilidad 

celular, las condiciones de este ensayo no se parecen en nada a las que se dan en un ambiente 

angiogénico: las células no se encuentran bajo ningún estímulo quimiotáctico ni existe ninguna 

MEC que tengan que degradar. 

Por ello, realizamos los ensayos de migración en transwell, que nos permiten simular 

situaciones más parecidas a las que se producen durante la angiogénesis. En nuestros resultados, 

las MLEC provenientes de ratones L-ENG+ mostraron una mayor migración en un gradiente de 

VEGF, efecto que no se observó en las células S-ENG+. En el caso de las células EA.hy926, se 

observó el mismo efecto para las células L-ENG+, que migraron más rápido que las Mock, pero 
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también se dio esta tendencia en la línea S-ENG+, en comparación con las células Mock (Figura 

51). Hay que tener en cuenta que las células L-ENG+ proliferan menos, lo que puede estar 

reduciendo nuestras diferencias, al tratarse de un ensayo a 48 horas, tiempo en el que las células 

pueden haber sufrido varios ciclos de división. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la 

sobreexpresión de L-endoglina favorece la migración de las células endoteliales en dirección a 

un estímulo angiogénico, mientras que la de S-endoglina no ejerce este efecto o lo hace en 

menor medida. Si sembramos las células sobre una capa Matrigel®, que tendrán que atravesar 

en dirección al foco de VEGF, podemos conocer su capacidad para degradar la MEC durante la 

migración, situación similar a la que sucede durante el sprouting. En este caso observamos cómo 

las MLEC L-ENG+ invadían más el Matrigel® y migraban más rápido que las obtenidas de 

ratones WT, efecto que no se observaba en las células S-ENG+. Nuevamente, este efecto 

observado en las células L-ENG+ puede estar viéndose incluso disminuido por la menor 

proliferación ante la sobreexpresión de L-endoglina. En las células EA.hy926, la sobreexpresión 

de L-endoglina mostró una tendencia a una mayor invasión del Matrigel® en el gradiente de 

VEGF que las células Mock, aunque la diferencia no era estadísticamente significativa. La línea 

EA.hy926 S-ENG+ presentó una marcada reducción en su capacidad para invadir en Matrigel® 

en estas condiciones (Figura 52). Las gráficas de migración a través de transwell de las MLEC con 

y sin Matrigel® se parecen mucho, a diferencia de lo observado para la línea EA.hy926. Esto 

puede deberse a que las MLEC sólo crecen sobre una cobertura de matriz que también le 

aplicamos a los transwell, por lo que dicha matriz extracelular puede tener un efecto  sobre las 

células similar al que hace el Matrigel®. 

 

Realizamos un estudio complementario para estudiar la capacidad de las células 

endoteliales para organizarse: el análisis de la formación de pseudocapilares in vitro, en los que 

las células endoteliales sembradas en Matrigel® forman estructuras bidimensionales similares a 

capilares mediante procesos de migración y adhesión, principalmente. Nuestros resultados 

mostraron que las células que sobreexpresan L-endoglina se ramificaban menos y formaban 

ramas más largas, mientras que en las estructuras formadas por las células S-ENG+ no 

observamos diferencias con respecto a las de las células Mock (Figura 53). Se ha visto que tanto 

células endoteliales aisladas de aortas de ratones haploinsuficientes para endoglina, como 

células endoteliales aisladas de pacientes HHT, mostraron alteraciones para formar estas 

estructuras bidimensionales en Matrigel® (Jerkic et al, 2006b). Lo mismo se ha descrito con 

células endoteliales de microvasculatura aisladas de retinas de ratones Eng+/- (Park et al, 2013). 

Con anterioridad se había demostrado que HUVEC con reducidos niveles de endoglina sufren 

una mayor inhibición de la formación de estas redes por TGF-β1 que las células con niveles 
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normales de endoglina (Li et al, 2000). Además, el tratamiento de células endoteliales con el 

fragmento extracelular de endoglina, que se cree que actúa como un antagonista al competir con 

endoglina de membrana, también anula su organización en estructuras similares a capilares 

(Venkatesha et al, 2006). Por tanto, endoglina se muestra imprescindible para la organización de 

las células endoteliales, pero niveles muy elevados de endoglina alteran esta organización, 

probablemente debido a una elevada capacidad migratoria, que lleva a la formación de 

estructuras más alargadas. Hay que tener en cuenta que en este modelo no se forman verdaderos 

vasos, y que sólo se emplea un tipo celular, es decir, no hay células murales que participen en la 

estabilización y maduración del vaso. Además, las células no responden organizadamente a un 

gradiente de citoquinas proangiogénicas, puesto que los factores solubles del Matrigel® y del 

medio de cultivo se encuentran distribuidos de forma homogénea. Un co-cultivo de células 

endoteliales con células murales podría mostrar si, efectivamente, el aumento de los niveles de 

L-endoglina previene de la estabilización y adhesión de células murales, hipótesis que explicaría 

los resultados observados in vivo. 

 

De estos resultados podemos concluir que la sobreexpresión de L-endoglina no sólo 

promueve la motilidad de las células endoteliales, sino también su migración a través de una 

membrana cuando son atraídas por VEGF, incluso cuando tienen que atravesar para ello una 

capa de matriz, que es lo que sucede en condiciones fisiológicas. La sobreexpresión de S-

endoglina no muestra unos resultados tan concluyentes, aunque la tendencia observada es la 

opuesta: en la línea EA.hy926 S-ENG+ las diferencias en cuanto a migración no son claras, y 

cuando se siembran sobre una capa de Matrigel® su capacidad para invadirlo hacia el foco de 

VEGF se ve muy reducida; además, no se observa ninguna diferencia en el caso de las MLEC que 

sobreexpresan S-endoglina con respecto a las células WT. Por tanto, nuevamente el dominio 

intracelular se muestra como indispensable para la migración de las células endoteliales en un 

ambiente angiogénico. Aunque el dominio extracelular favorece la motilidad celular, 

probablemente mediante su participación en el establecimiento de uniones extracelulares, debe 

haber respuestas mediadas por el dominio intracelular, quizá implicadas en la producción de 

metaloproteasas y en la degradación de la MEC, que determinen en papel promotor de la 

migración a través de la MEC que muestra L-endoglina.  

Este resultado ayuda a explicar los resultados observados en el ensayo de angiogénesis in 

vivo: en los ratones L-ENG+, la sobreexpresión de L-endoglina inhibe la proliferación celular 

pero promueve la invasión de la MEC y la motilidad endotelial, como demostramos en nuestros 

resultados; por ello observamos menos células que invadan el tubo, pero un mayor avance del 

frente de vasos formados bajo una estimulación constante por VEGF y FGF, que probablemente 
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serán además menos estables o maduros. En cambio, en los tubos implantados en ratones S-

ENG+, no observamos un aumento de la distancia migrada y sí un menor número de células 

endoteliales; en este caso, S-endoglina debe estar impidiendo el aumento de la invasión 

endotelial al anular el efecto del probable aumento de los niveles de endoglina endógena que 

tiene lugar en los ratones WT. Una posible hipótesis es que sea esto lo que está sucediendo in 

vivo en respuesta al aumento de los niveles de endoglina en el endotelio al desencadenarse la 

respuesta angiogénica, en un ambiente rico en VEGF. En retinas de ratones L-ENG+ observamos 

una  vascularización desordenada, probablemente debida a la imposibilidad del endotelio para 

estabilizarse, que junto con una reducida capacidad proliferativa de las células endoteliales, lleva 

a un continuo sprouting desorganizado. El aumento de los niveles de S-endoglina impediría esta 

desestabilización permanente del endotelio en respuesta a este estímulo angiogénico, por lo que 

éste sí sigue formando vasos hacia el foco hipóxico. Pero estos vasos presentan alteraciones 

estructurales, siendo más alargados y con un menor número de células, posiblemente debido a 

alteraciones en la capacidad de migración de las células endoteliales S-ENG+. 

 

 

5. Efecto de la sobreexpresión de endoglina sobre la cobertura mural del 

vaso en angiogénesis 

Como se describe en la “Introducción” de este trabajo, la cobertura mural y correcta 

maduración de los vasos es esencial en la regulación de la irrigación de los tejidos. Se trata de un 

proceso en el que se cree que endoglina también está involucrada, ya que los ratones Eng-/- 

mueren en el día 11,5 de gestación por alteraciones vasculares entre las que se ha descrito una 

deficiente diferenciación de las CMLV y asociación a las células endoteliales (Bourdeau et al, 

1999; Li et al, 1999; Arthur et al, 2000). Además, los pacientes de HHT1 sufren epistaxis 

recurrentes y hemorragias internas debido, al menos en parte, a la presencia de vasos inmaduros 

(Orlova et al, 2011). Con anterioridad se ha demostrado la capacidad de endoglina para 

interaccionar con integrinas a través del motivo RGD de su dominio extracelular (Rossi et al, 

2013b) y, muy recientemente, se ha demostrado que, a través de estas uniones, endoglina en el 

endotelio favorece la adhesión de células murales (Rossi et al, 2015). 

Para saber si la sobreexpresión de endoglina favorece la unión de células murales a los 

vasos en formación, analizamos la expresión de genes marcadores de células murales en retina y 

en plugs de Matrigel®. En nuestros resultados, no observamos diferencias en cuanto a la 

expresión de Pdgfrb en retina entre los ratones L-ENG+  y los WT. La expresión de Pdgfrb en 

retina fue menor en los animales que sobreexpresan S-endoglina que en animales WT, cuando 
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relacionamos su expresión relativa con la expresión de genes ubicuos, lo que sugiere que en el 

total de la retina de los animales S-ENG+ habría menos células murales. Si tenemos en cuenta 

que también había menos endotelio, podemos deducir que hay menos células formando los 

vasos. Al representar la expresión de Pdgfrb en función de la expresión de marcadores 

endoteliales, esto es, Eng y Pecam1, y Cdh5, vimos cómo la proporción célula mural / célula 

endotelial se mantiene estable independientemente de que se sobreexprese o no alguna de las 

dos isoformas de endoglina (Figura 54). 

El análisis de la expresión de Csgp4 y Pdgfrb en plugs sugirió que la sobreexpresión de S-

endoglina se asocia a una mayor cobertura mural, es decir, la proporción de células murales en el 

plug con respecto al total de células, es mayor en plugs implantados en ratones S-ENG+ que en 

los WT (Figura 55). Al representar la expresión de estos dos marcadores en función de 

marcadores de células endoteliales, para aproximarnos al ratio célula mural / célula endotelial, 

vimos cómo las diferencias observadas para Pdgfrb desaparecían. En cambio, la expresión de 

Cspg4 relativizada por la expresión de Tek mantuvo estas diferencias, sugiriendo una mayor 

cantidad de pericitos por célula endotelial en ratones S-ENG+ (Figura 56). En los ratones L-ENG+ 

no se observaron diferencias con los ratones control en cuanto a la expresión de estos tres genes 

relativizada por marcadores células endoteliales (bien Eng/Pecam1, o bien Tek). Considerando 

que la expresión de Cspg4 se encuentra restringida a los pericitos en el plug, mientras que Pdgfrb 

puede ser expresado por otras células que también pueden estar presentes en el plug como 

fibroblastos o macrófagos, podemos pensar que la sobreexpresión de S-endoglina favorece la 

maduración de los vasos formados en el plug. Esta hipótesis se puede aplicar también al 

resultado de expresión de Pdgfrb en retina. En cuanto a la expresión de Acta2, ésta fue 

significativamente menor en plugs L-ENG+ que en los WT, aunque estas diferencias 

desaparecían al expresarla en función de la expresión de marcadores endoteliales (Figura 56). 

Cabe considerar nuevamente que Acta2 también se expresa por fibroblastos y macrófagos, por 

lo que es menos específico que Cspg4. 

 

Quisimos ampliar este estudio analizando la expresión de citoquinas con una función 

quimiotáctica de las células murales. Se trata de Cxcl12 y PDGF-B, proteínas que en la 

vasculatura son expresadas principalmente por las células endoteliales. Cxcl12 se ha descrito 

además como potente quimiotáctico de células mesenquimales pluripotentes a los vasos, 

donde se diferencian a células de soporte vascular (Ceradini et al, 2004; Hamdan et al, 2011; 

Wong et al, 2015).  

Pese a que se ha demostrado que, en células endoteliales, el silenciamiento de endoglina 

inhibe la expresión del gen Cxcl12 (Young et al, 2012), en nuestros resultados la sobreexpresión 
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de cualquiera de las dos isoformas de endoglina no pareció afectar a sus niveles en plugs de 

Matrigel® al compararlos con los WT. En cambio, observamos una mayor expresión de Pdgfb 

en las muestras de plugs de ratones S-ENG+ que en los WT, diferencias que desaparecían al 

expresar el resultado en función del marcador endotelial Tek (Figura 57). En anillos de aorta 

tampoco se observó ninguna diferencia en la expresión de Cxcl12 ni de Pdgfb en anillos de 

ratones L-ENG+ o S-ENG+, respecto a los controles (Figura 58). 

 

Aunque la deficiencia en endoglina se haya asociado en diversos trabajos con una 

reducida cobertura mural de los vasos, no parece que una mayor expresión de endoglina la 

aumente. Sí parece suceder así cuando se sobreexpresa S-endoglina. Esto nos lleva a pensar que 

el dominio extracelular de endoglina favorece la adhesión de células murales al endotelio. Estos 

datos estarían de acuerdo con un estudio reciente que demuestra que el dominio extracelular de 

endoglina media la adhesión de células murales (Rossi et al, 2015). Por tanto, endoglina es 

necesaria para una correcta adhesión mural, pero un aumento de sus niveles hace que el 

dominio intracelular medie una respuesta que impide la unión de pericitos. Una hipótesis es que 

la activación y desestabilización del endotelio que produce endoglina sean incompatibles 

temporalmente, de manera mediada por otro mecanismo regulador, con la cobertura mural del 

vaso. Serían necesarios más experimentos para demostrar si estás hipótesis son verdaderas. 

 

 

6. Modelo: posible papel de endoglina durante la angiogénesis 

El conjunto de nuestros resultados, junto con las evidencias previas, nos permite 

plantear una serie de hipótesis sobre el papel que puede estar jugando endoglina a lo largo del 

proceso de angiogénesis, si bien éstas quedan totalmente abierta a futuras investigaciones que 

completen este trabajo. 

Podemos proponer un modelo en el que los niveles de endoglina aumentarían de forma 

local en las células endoteliales en las que se produce una activación y que desencadenan el 

proceso de sprouting, es decir, durante el proceso de desestabilización del endotelio quiescente. 

Sería necesario que sus niveles se redujesen en las células endoteliales de la zona más atrasada 

del vaso de nueva formación para el crecimiento del vaso. Esta reducción en los niveles 

favorecería la subsecuente estabilización del endotelio y la adhesión de células murales. Los 

niveles de endoglina regresarían a niveles basales en el endotelio estable del vaso maduro. Un 

esquema de esta hipótesis se recoge a continuación en la Figura 59, y se explican con más detalle 

en la Tabla 17: 
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Figura 59. Hipótesis sobre la dinámica de expresión de endoglina durante la 

angiogénesis 

Niveles locales de endoglina en los diferentes estadios de diferenciación del endotelio. 
Evolución de los niveles relativos de endoglina en el tejido. 	

 

 

 

Tabla 17. Posible papel de endoglina en las diferentes fases de la angiogénesis 

Fase angiogénesis Niveles endoglina Efecto 

Vaso estable Basales 

Los niveles basales de endoglina contribuyen al 
mantenimiento de la homeostasis del vaso: 

interacciones de las células de la pared vascular 
y regulación de la permeabilidad vascular y el 

paso de células. 

Inicio sprouting Aumentan 

Promoción de la migración de las células 
endoteliales hacia el estímulo, menos división 
celular. Mediado por el dominio intracelular.  

No afecta al genotipo tip / stalk. 
¿Impide el reclutamiento y unión de células 
murales? Quizá no directamente, pero sí al 

activar el endotelio. 

Crecimiento del 
vaso ¿Disminuyen? 

El equilibrio migración / proliferación celular se 
balancea hacia la proliferación, favoreciendo el 

crecimiento del vaso. 

Resolución y 
maduración ¿Basales? 

Permiten la estabilización del vaso y la unión 
de células murales. Promovido por el dominio 

extracelular. 
 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

❝An author doesn’t necessarily understand 
the meaning of his own story 

better than anyone else.❞ 

Alice in Wonderland, Lewis Carroll

Conclusions 
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From the results presented in this work, we come up to the following conclusions: 

 

 

1. Overexpression of endoglin does not improve post-ischemic reperfusion. 

 

2. The fundamental role that endoglin plays in post-ischemic reperfusion is mediated by 
its cytosolic domain. 

 

3. Continuous overexpression of endoglin leads to an impaired angiogenesis and an 
altered structure of the new blood vessels. 

 

4. Alterations in angiogenesis caused by L- or S-endoglin overexpression do not seem to be 
due to modifications in the tip / stalk selection during sprouting. 

 

5. An excess of endoglin in the endothelial cell reduces its proliferation in a cytosolic 
domain-mediated manner. 

 

6. Endoglin overexpression promotes endothelial cell migration in a cytosolic-domain 
independent way, whereas this cytosolic domain mediates the increased endothelial cell 
invasiveness of the extracellular matrix. 

 

7. Extracellular domain of endoglin promotes pericyte recruitment to the new capillary. 

 

 





 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

❝Fuera del perro, el libro es el mejor amigo del hombre.  
Dentro del perro, quizá esté muy oscuro para leer.❞ 

Groucho Marx
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Angiogenesis is the formation de novo of blood vessels from preexisting ones in response 

to several stimuli, mainly hypoxia. During this process, preexisting endothelial cells (ECs) 

perform highly orchestrated morphogenic events that include basement membrane 

degradation, EC sprouting and branching, vessel lumen formation, vessels anastomosis and 

maturation, and mural cells recruitment, resulting in a new vascular network that provides blood 

to the hypoxic tissue. 

Endoglin is an auxiliary or type III receptor for several members of the TGF-β superfamily 

of cytokines. It is a dimeric transmembrane glycoprotein without any kinase activity. Although 

endoglin has no signaling capability per se, it is able to modulate TGF-βs and BMPs signaling 

through the receptor complex [1]. Deficiency in endoglin expression is responsible for a disease 

called Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia Type-1, characterized by vascular malformations 

[2].  

There are two membrane-bound endoglin isoforms, L-endoglin and S-endoglin. The 

major and most studied isoform is L-endoglin. Both isoforms have the same extracellular domain 

but S-endoglin lacks most of the intracellular domain where types I and II TGF-β receptors 

phosphorylation sites are located, as well as anchoring places for cytoskeleton and other 

scaffolding proteins. 

Endoglin role in angiogenesis has been addressed several times in bibliography. Most 

studies demonstrate endoglin overexpression in the endothelium during active angiogenesis [3, 

4] and the negative effect that defective or lack of endoglin expression have on appropriate blood 

vessel formation [2, 5]. Moreover, endoglin expression increase in the angiogenic edge, where 

vessel sprouting takes place to trigger angiogenesis [1, 6]. Despite these evidences, the precise 

endoglin role within the active endothelial cell (EC) undergoing angiogenesis is mainly unknown. 

Thus, our aim in this work was to study the effect of increased endoglin levels in angiogenesis, and 

the implications of its intracellular domain. 

For this purpose, we generated two transgenic mice overexpressing either L-endoglin or 

S-endoglin (L-ENG+ or S-ENG+), main and minority endoglin isoforms respectively, in a 

C57BL/6J background. We used wild type (WT) C57BL/6J mice as controls. Moreover, we 

generated primary cultures of ECs (MLECs, Mouse Lung ECs) isolated from these mice, and 

human ECs lines overexpressing either L- or S-endoglin by specific infection. Therefore, S-

endoglin overexpression allowed us to study if the cytosolic domain is necessary for a particular 

endoglin-mediated effect. We overexpressed human endoglin isoforms to be able to distinguish 

endogenous protein from the exogenous one.  



 

 B 

We first evaluated lower limb reperfusion after femoral ischemia, induced by femoral 

artery ligation [7]. Whereas S-ENG+ animals showed a markedly impaired limb reperfusion 

compared with WT mice,  L-ENG+ mice did not show any significant difference in reperfusion 

with WT animals (Fig. 1). The response observed in S-ENG+  animals is similar to that reported for 

Eng+/- mice [5]. 

 

         

Fig.1. Post-ischemic reperfusion. 

Evaluation of reperfusion after hindlimb ischemia in WT, L-ENG+ and S-ENG+ mice. 

 

 

Evaluation of angiogenesis in the retina of p6 days old pups, showed an increased 

endogen endoglin expression in the angiogenic edge, where sprouting takes place [8]. L-ENG+ 

retinas showed lower vascular plexus progression, together with higher vessel density than WT 

retinas due to an increased ramification. On the contrary, in S-ENG+ retinas longer vessel 

formation was observed in comparison with WT retinas, but no differences in vascular plexus 

progression were assessed. qPCR analysis showed increased Tek expression in L-ENG+ retinas, 

suggesting a reduction of endothelium stabilization [9]. S-endoglin overexpression leads to a 

reduced expression of EC markers within the tissue (Eng, Pecam1 and Cdh5), suggesting lower EC 

content (Fig 2).  

These results suggest a role of elevated endoglin levels in triggering sprouting and 

destabilization of the endothelium. A maintained L-endoglin overexpression would lead to an 

oversprouting due to lack of stabilization of the backward vessel. S-endoglin overexpression, on 

the contrary, does not induce this destabilization but larger vessel production, together with a 

reduced EC number. 

DIVAA (Direct In Vivo Angiogenesis Assay) assay consist in subcutaneous implantation 

in the mice of silicon tubes filled with Matrigel® plus proangiogenic factors. These tubes are 

invaded by vessels from the mice due to an angiogenic response [10]. Evaluation of angiogenesis 
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in vivo in the DIVAA revealed increased invasion of “blood-filled vessels” in tubes implanted in L-

ENG+ mice. No differences where observed in S-ENG+ mice when compared with WT animals. 

L- and S-endoglin overexpression lead to a reduced ECs content within the tubes after 9 days of 

implantation (Fig. 3). qPCR analysis of specific EC markers expression showed no significant 

differences between the three mice lines studied.  

 

A. 

 
B. 

 

C. 

 

 

 

Fig.2. Retina vascularization. 

Analysis, in the angiogenic retina, of mouse endoglin expression (A), vessel structure (B) 
and ECs marker expression (C), in WT, L-ENG+ and S-ENG+ mice. 
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A. B. 

        
Fig.3. Angiogenesis in DIVAA. 

Measurement of the invasion of blood in the Matrigel® tube (A) and the amount of ECs 
that invaded the tubes, labeled with FITC-lectin (B), in WT, L-ENG+ and S-ENG+ mice. 

 

 

This result suggests a decreased angiogenesis in L-ENG+ and S-ENG+ mice. Increased 

invasion of “blood-filled vessels” in tubes implanted in L-ENG+ mice can be due to lack of 

stabilization of vessels within the tube, leading to the formation of leaky vessels and the 

extravasation of blood, interfering with our measurement. 

 

We studied sprouting regulation in these in vivo models analyzing the expression of 

specific markers of sprouting cells by qPCR [11, 12]. Relativization of Kdr and Notch1 expression by 

the expression of ECs markers (either Eng / Pecam1 or Cdh5) revealed no differences in the 

expression of Notch1, while Kdr was different in S-ENG+ retinas when compared with WT, if 

relativized by Cdh5. No differences between the mice lines were found in the Matrigel® plug assay 

in the analysis by qPCR of the expression of Kdr, Notch1, Dll4 and Jag1 (Fig. 4). 

We further studied sprouting using an ex vivo model of aortic rings cultured in Matrigel® 

[13]. We did not find any difference between aortic rings isolated from L-ENG+ and S-ENG+ mice, 

when compared with WT mice, as revealed by sprout volume quantification at day 5 of the assay 

(Fig. 5). qPCR analysis of EC and sprouting markers at day 5 showed no differences between rings 

from the different mice lines studied. 
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Fig.4. Sprouting markers expression in vivo. 

qPCR analysis of sprouting markers expression in retinas and Matrigel® plugs of WT (☐), L-
ENG+ (☐) and S-ENG+ (☐) mice. 
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Fig.5. Sprouting in aortic rings in Matrigel®. 

Quantification of the volume occupied by sprouts at day 5 of the assay, in aortic rings 
isolated from WT, L-ENG+ and S-ENG+ mice. 
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EC proliferation and migration towards the angiogenic stimuli are key and highly 

regulated processes during sprouting angiogenesis [12]. 

The study of proliferation in ECs overexpressing L- or S-endoglin showed a significant 

reduction of proliferation of L-ENG+ human ECs compared with Mock cells, and the same 

tendency on MLECs from L-ENG+ mice, compared with WT cells. Non statistically significant 

differences in proliferation were found for S-ENG+ ECs, when compared with controls (Fig. 6). 

 

 EA.hy926  

Cell count BrdU incorporation 

  

 
MLEC 

BrdU incorporation 
 

 

Fig.6. Endothelial cell proliferation. 

Measurement of BrdU incorporation in both EA.hy926 ECs and MLECs, and count of cell 
number after 72 hours growing in culture, in EA.hy926 ECs. 

 

 

Cell motility after endoglin overexpression was analyzed by the scratch assay in EA.hy926 

ECs monolayer in culture. Moreover, we analyzed ECs invasiveness of the extracellular matrix 

towards the angiogenic stimuli using either uncoated or Matrigel® coated transwells. Results 

showed that overexpression of either L- or S-endoglin in human ECs increased their motility in 

culture, suggesting a role of endoglin extracellular domain in ECs migration. L-ENG+ MLECs 

show an increased migration towards VEGF, either in the presence or absence of a Matrigel® 

layer. No statistically differences in migration were found between S-ENG+ and WT MLECs. In 

the case of EA.hy926 ECs, in absence of Matrigel® coat, both L-ENG+ and S-ENG+ ECs 
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demonstrated an increased migration, in this case towards VEGF. However, when they had to 

migrate across Matrigel®, L-ENG+ cells migrated faster, while S-ENG+ presented reduced 

migration than Mock cells (Fig. 7).  

 

 Scratch assay – EA.hy926  

 

 

 Transwell assay  

No Matrigel®  With Matrigel® 

                      

                      

Fig.7. Endothelial cells motility and migration. 

Measurement of motility of EA.hy926 ECs in culture in the wound healing assay. Analysis 
of ECs migration towards VEGF, through transwell either without or with Matrigel®. 
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We analyzed the formation of “capillary-like” structures in EA.hy926 ECs plated on 

Matrigel®, that allow us know the ability of this cells to organize. Overexpression of L-endoglin 

was associated to a reduced ramification together with larger branches when compared with 

Mock cells, in agreement with the increased invasiveness of these cells through the extracellular 

matrix and its reduced division rate. No differences were found for S-ENG+ cells, when compared 

with Mock cells. 

 

 

   

Fig.8. ECs formation of “capillary-like” structures. 

Quantification of number of branches and its average length in “capillary-like” structures 
arranged by ECs cultured in Matrigel®. 

 

 

Finally, endoglin has been reported to be key for vessel maturation [14, 15]. In a recent 

work, it has been shown that RGD sequence in endoglin extracellular domain mediates pericyte 

binding to the ECs [16].  

Here, we analyzed the expression of mural cells markers by qPCR both in the pups’ retina 

and the Matrigel® plugs. We found no significant differences between mice lines in the 

expression of Pdgfrb when expressed relativized by ECs markers, suggesting no differences in the 

mural / endothelial cell ratio. There were no differences between mice lines on this ratio when 

analyzing Pdgfrb and Acta2 expression in Matrigel® plugs, whereas there was an increase of the 

ratio Cspg4 / Tek in S-ENG+ plugs, compared with WT (Fig. 9). As Cspg4 is a better and more 

specific marker for pericytes, we can suggest that there may be an increased mural coverage of 

vessels in S-ENG+ than in WT plugs. 
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Fig.9. Mural cell markers. 

qPCR analysis of mural cell markers expression in retinas and Matrigel® plugs of WT (☐), L-
ENG+ (☐) and S-ENG+ (☐) mice. 

 

 

From the results above described we can obtain the following conclusions: 

1. Overexpression of endoglin does not improve post-ischemic reperfusion. 

2. The fundamental role that endoglin plays in post-ischemic reperfusion is 
mediated by its cytosolic domain. 

3. Continuous overexpression of endoglin leads to an impaired angiogenesis and 
an altered structure of the new blood vessels. 

4. Alterations in angiogenesis caused by L- or S-endoglin overexpression do not 
seem to be due to modifications in the tip / stalk selection during sprouting. 

5. An excess of endoglin in the endothelial cell reduces its proliferation in a cytosolic 
domain-mediated manner. 

6. Endoglin overexpression promotes endothelial cell migration in a cytosolic-
domain independent way, whereas this cytosolic domain mediates the increased 
endothelial cell invasiveness of the extracellular matrix. 

7. Extracellular domain of endoglin promotes pericyte recruitment to the new 

capillary. 
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