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RESUMEN: Los niveles de VEGF y su union a sus receptores son etapas claves en la regulacion de la angiogénesis. El &cido
acetilsalicilico (AAS), ampliamente utilizado en tratamiento post infarto al miocardio ha mostrado poseer un efecto amtargiogé
modelos tumorales. Este efecto potencialmente contraproducente requiere ser estudiado en miocardio. El objetivo debpjesente tr
es cuantificar el efecto de AAS y de acido salicilico (AS) sobre la vascularizacién en membrana alantocorionica (MAC)g sobre |
niveles de VEGF-Ay VEGFR2 en miocardio de embriones de pollo. Para ello, treinta fetos de pollo White Leghorn fueros énstilado
los 10 dias de gestacion confi0de DMSO 0,1 % (control) o conteniendo ademagudl de AAS 0 AS. Alas 48 horas se realizod
procesamiento histolégico de MAC para recuento de vasos sanguineos y de tejido cardiaco para cuantificar VEGF-A y VEGFR2 por
inmunohistoquimica. La inmunorreactividad fue cuantificada mediante Image J. Tanto AAS como AS disminuyeron la densidad
microvascular de MAC. En miocardio, AAS aunque no AS, disminuy6 la concentracion de VEGFR2. No hubo efecto sobre VEGF-A.
En nuestro modelo experimental, fetos de pollo a los 10 dias de gestacion también se observé el efecto inhibidor de AAS sobre |
angiogénesis en MAC. La disminucion de VEGFR2 en cardiomiocitos sugiere que AAS también afecta la angiogénesis en miocardio
sano, modificando la disponibilidad del receptor a VEGF. Estos hallazgos nos permiten postular que AAS podria interferir con la
regeneracion de tejido, en situaciones como post infarto al miocardio.
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INTRODUCCION

La angiogénesis corresponde al proceso por el cdamilia de los VEGF, el VEGF-A se une a VEGFR1 y a
se desarrollan nuevos vasos sanguineos a partir de oW&$GFR2, dos receptores con actividad tirosina kinasa, ex-
preexistentes. Este fendmeno se presenta normalmentefhe@sados por las células endoteliales de la pared vascular.
rante el desarrollo embrionario, en el crecimiento del orghftolin & Post (2007) reportaron que VEGF-A promueve la
nismo, en la fase proliferativa del ciclo menstrual y durangngiogénesis a través de su union a VEGFR2, iniciando una
la formacion de la placenta; ademas en procesos de cicatéiscada de sefiales que estimulan el crecimiento, la supervi-
zacion de las heridas y regeneracion de 6rganos. venciay la proliferacion de las células del endotelio vascular.

La interaccion de VEGF-A con sus receptores es esencial

Segln Hoebeet al (2004) la angiogénesis se en{ara establecer un sistema vascular funcional durante la
cuentra sujeta a un complejo sistema de control fisiolégiembriogénesis y al comienzo del desarrollo postnatal e in-
conocido como "balance angiogénico", en el que particip&huso en procesos patolégicos como cancer. Aun cuando
factores proangiogénicos y antiangiogénicos. Entre los fagste proceso tiene una actividad fisiologica limitada en los
tores proangiogénicos se encuentran los factores de creciultos, se activa y tiene un rol relevante cuando hay proce-
miento vascular endotelial (VEGF), los que a través de $as de reparacion tisular. Dado esto, es interesante caracte-
unién a su receptor (VEGFR) modulan la angiogénesisrigar agentes que participan en la modulacion de este proce-
incrementan la permeabilidad microvascular. Dentro de $& de angiogénesis.
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El Acido Acetilsalicilico (AAS) ha sido ampliamen- se tap6 con cinta adhesiva. Luego se abri6 a nivel dorsal
te prescrito como antiagregante plaquetario, antipiréticouna ventana de 2,5 cm de ancho por 2 cm de alto. Todo este
antiinflamatorio. Adicional a estos efectos, Khan & Mehtaroceso se hizo de manera estéril.

(2005) demostraron que AAS tiene efectos antiangiogénicos.
Si bien es cierto que es conocida la accion inhibitoria de Se distribuyeron los huevos de manera aleatoria en
AAS sobre las enzimas cicloxigenasas 1y 2 (COX-1y COXres grupos de 10 unidades cada uno. A los 8 dias de
2), impidiendo asi la sintesis de prostaglandinas a partir d&ubacion, se implanté en la membrana alantocoridnica
acido araquiddnico, el mecanismo por el cual inhibe IMAC) de cada uno, un filtro de metilcelulosa impregnado
angiogénesis no esta totalmente estudiado. kte#k(2010) con farmacos disueltos en g0 de DMSO 0,1 %.
reportaron que el efecto inhibidor de AAS sobre COX-1y
COX-2 esta mediado por acetilacion de un residuo de serina A las 48 horas post-aplicacion de la solucién a estu-
en el sitio activo. Complementando esta evidencia, thar, se realiz6 una toracotomia para extraer el corazén de
acetilacion de COX-2 conduce a la formacion de lipoxinaks fetos de pollo, previa diseccion de los vasos sanguineos
potentes inhibidores de la angiogénesis, como lo descrilpge se comunican con este 6rgano. Paralelamente, se extra-
Fierro (2005). Bolliet al (2002) aportaron evidencias dejo trozos de MAC de cada huevo. Las muestras obtenidas
gue COX-2 posee un rol cardioprotector, observando gfieeron fijadas en formalina tamponada pH 7,0 al 10 % por 7
inhibidores especificos de esta isoenzima aumentan el rid&s. Luego se realiz6 el procesamiento histoldgico necesa-
go de sufrir accidentes cardiovasculares.at/al (2006) rio para obtener cortes dguf de espesor.
demostraron que COX-2 juega un papel importante en la
angiogénesis inducida por VEGF a través de p38y las vias  Este procedimiento se llevé a cabo de acuerdo a lo
de activacion de la quinasa JNK, sugiriendo que el papgscrito en el protocolo de bioética de la Facultad de Medi-
cardioprotector de la COX-2 puede ser, al menos en partej@a de la Universidad de Chile.
través de su actividad angiogénica.

Cuantificacion de la densidad micro vascular en la MAC.

Segun Tegedest al. (2001), el AAS al hidrolizarse en Se contaron los vasos sanguineos de cada membrana, me-
medio acuoso o0 al ser metabolizado por esterasas generadieinte un microscopio éptico de acuerdo a lo descrito pre-
do acético y acido salicilico (AS). Este ultimo también tieneiamente Coérdovat al Del total de 10 membranas obteni-
efecto antiangiogénico pero su mecanismo de accion pareles por cada grupo, se analizaron 50 campos con un aumen-
tener diferencias con el de AAS ya que no inhibe a COX. to de 400x (4 a 6 campos por membrana). El microscopio

tiene incorporada una rejilla de 90.Q0@?, dividida en 100

Resultados concluyentes de la accién de AAS sobsecciones. Se analizaron 10 de estas secciones, lo que co-
la angiogénesis han sido demostrados por muchos investésponde a 9000m? por cada campo. Dos examinadores
gadores en modelos tumorales como lo indican Zbaaly realizaron recuento ciego, sin conocer el grupo al que perte-
(2013); sin embargo, a la fecha no se han descrito efectexia cada MAC. Los resultados se expresan cohdeN
antiangiogénicos en el miocardio sano. En el presente tv@sos sanguineos/900Qf?.
bajo nos propusimos estudiar el posible efecto inhibidor de
AAS sobre la expresion de VEGF-A y su receptor e@uantificacion de VEGF-Ay de VEGFR2 Cortes seriados
cardiomiocito de pollo durante el desarrollo fetal, con ele miocardio de fetos de pollo, 5 cortes por cada corazon,
objeto de comprender el mecanismo por el cual AAS intgoreviamente desparafinados e hidratados, fueron recupera-
fiere en la formacién de vasos sanguineos. dos antigénicamente por incubacion por 30 minutos en so-

lucion Dako Target Retrieval®. Luego fueron tratados con
Peroxido de Hidrégeno al 3 % en Metanol por 10 minutos.
MATERIAL Y METODO Los cortes fueron incubados toda la noché@ don Anti-
cuerpo anti VEGF-A (1:200) o con Anticuerpo anti VEGFR2
(1:200). Finalmente, fueron revelados usando el kit
Aplicacién de AAS y AS. Se utilizaron 30 huevos de polloHistostain-Plus IHC Kit, HRP, Broad Spectrum®
de raza White Leghorn embrionados, incubados con affevitrogen, Camarillo, CA, USA). Los 5 cortes de cada
humedecido en una camara a 37 °C, para analizar la capacrazon fueron visualizados a 400x en un microscopio opti-
dad angiogénica, de acuerdo a lo descrito previamente porequipado con cadmara Moticam 5000 y se cuantificé la
Cordovaet al (2016). Brevemente, a las 48 horas denmunoreactividad en 50 imagenes por cada grupo experi-
incubacion se perforé cada huevo y se extrajo aproximadaental, mediante el programa Image-J (NIH, USA), segln
mente 2 mL de albdmina con ayuda de una pipeta Past@amdiciones descritas previamente por Fernaredeal.
Se desinfecto la zona con una solucién de alcohol yodad®®14). El recuento de cada dato-imagen fue normalizado,
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calculando el nivel de expresion en cada imagen con respectiento con AS y AAS, se muestra en la Figura 2. Se obser-
al promedio obtenido en las imagenes del grupo control. va de manera homogénea la expresion de VEGF-A en los
cardiomiocitos, a nivel citoplasmatico (Fig. 2a). Para el grupo
Analisis estadisticoLos resultados se expresaron como praontrol, el nivel de expresién normalizada fue 0:ZRU82.
medioz error estandar. La comparacion entre grupos expge encontramos efecto de ninguno de los tratamientos, al
rimentales se realizé por andlisis de varianza (ANOVA), caompararlos con el grupo control. En el grupo tratado con
prueba de Tukey mediante el software Graph Pad PrismAS, se obtuvo un nivel de expresion de 145052 y en el
Se considero diferencia significativa para valores de p<0,@fupo tratado con AAS, 0,920,053. Al comparar los dos
tratamientos observamos que los cortes de miocardio de fetos
tratados con AAS expresan menos VEGF-A que los de los
RESULTADOS tratados con AS (p=0,001) (Fig. 2b).

Cuantificacion de la expresion de VEGFRZ2EI efecto del
Cuantificacion de la densidad micro vascularen MACLa  tratamiento con AS y AAS sobre los fetos de pollo en la
cantidad de vasos sanguineos en membrana alantocoriéeigpresion de VEGFR2 se muestra en la Figura 3. El patron
fue diferente segun el tratamiento recibido (Fig. 1a). Tanto e€le expresion de VEGFR2 es homogéneo en el grupo con-
el grupo tratado con AS como en el tratado con AAS, la cantiel, mientras que en los grupos tratados con AS y AAS se
dad de vasos sanguineos en 9A02 fue menor que en el observa una inmunoreactividad concentrada en ciertos gru-
grupo control (p=0,0130 y p<0,0001, respectivamente) (Figos celulares (Fig. 3a). El valor normalizado para el grupo
1b). Comparando el efecto de ambos tratamientos, el de Adéntrol fue de 1,068),098. En el grupo tratado con AS, se
fue mayor que el de AS (p=0,0052). obtuvo un nivel de expresion de 0,883060 y en el grupo

tratado con AAS, 0,75D,070. Dado esto, el tratamiento
Cuantificacion de la expresion de VEGF-ALa expresion con AAS disminuy0 la expresion de VEGFR2, (p=0,0204)
de VEGF-A en el miocardio de fetos de pollo bajo el tratamientras que el AS no tuvo efecto (Fig. 3b).
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DISCUSION al. y también en hepatocarcinoma murino de acuerdo a lo
descrito por Zhaet al (2016). Sin embargo, Dat al
muestran que AAS disminuye la liberacion de VEGF sélo

Propusimos que AAS disminuye la expresion den algunas de las lineas tumorales que estudiaron. Mas

VEGF-A y de su receptor (VEGFR2), como un posiblaln, Escribanet al. (2004) no observaron cambio en la

mecanismo por el cual ejerce su efecto antiangiogénicooncentracion de VEGF en tejido coldnico después de

Tanto AAS como AS mostraron tener un efecto inhibitcadministracién de AAS 10 mg/kg por 7 semanas.

rio sobre la angiogénesis, observado por la disminucion

de la densidad microvascular en la MAC de pollo. La aplicacion de 0,8mol de AAS disminuyo la ex-

Adicionalmente, el AAS disminuy0 la expresion deresion de VEGFR2. Escribapbal observaron que el tra-

VEGFR2 en el miocardio de estos fetos, aunque no tutamiento con AAS 10 mg/kg disminuye la expresion de

efecto sobre la expresion de su ligando, VEGF-A. Est®EGFR2. Sin duda, la disminucién de la presencia de

resultados sientan las bases para postular que la modWIBGFR2 debida a la acciéon de AAS aun en las dosis usa-

cion de la expresion de VEGFR2 forma parte del mecdas en nuestro trabajo, permite postular que AAS ejerce un

nismo de accion del AAS sobre la inhibicion de |l&fecto antiangiogénico a través de una menor disponibili-

angiogeénesis. dad del receptor aun cuando no modifique los niveles del

ligando. Esta evidencia apoya la idea de que AAS ejerce su

La aplicacion de 0,8mol de AAS disminuyd la rol antiangiogénico alterando mas de un factor involucrado.
densidad microvascular en ensayo de MAC. Este efecto

antiangiogénico de AAS estéd de acuerdo a lo reportado  La aplicacion de 0,@mol de AS disminuye la den-

por nuestro grupo previamente por Cordeval y otros sidad vascular en el ensayo de MAC de pollo, lo que con-

investigadores; Khan & Mehta muestran que AAS dismeuerda con lo descrito previamente por nuestro grupo y

nuye la proliferacion de células endoteliales, evento crititros investigadores. Borthwiak al (2006), trabajando

co para la angiogénesis. ATL-1, analogo sintético dmn cultivos de linea de células inmortalizadas, compro-

lipoxina A4, inhibe la adhesion de las células endotelialdsaron que AS reduce la viabilidad celular y promueve la

la actividad de las metaloproteinasas de matriz in vitrogpoptosis de células endoteliales, ademas de reducir la ra-
ademas, la densidad vascular estudiada in vivo en un muficacion de las formaciones tubulares. En nuestro estu-
delo murino de burbuja de aire subcutanea (air pouatip, AAS y AS tuvieron efecto similar sobre la densidad

granulomatoso cronico, segun lo descrito por Cezar-deascular y la concentracion de VEGF; sin embargo, a di-

Mello et al. (2008) y Fierrcet al (2002). Por otra parte, ferencia de la accion inhibitoria de AAS en los niveles de

Salvadoet al. (2013) reportaron que AAS, al inhibir laVEGFR2, AS no tuvo efecto. Estos resultados nos per-

sintesis de PGEZ2, inhibe la angiogénesis inducida poiten postular que AS podria ejercer su efecto

catelicidina LL-37, en células endoteliales humanas tardotiangiogénico por una via independiente de VEGFR2.

in vitro como in vivo. Recientemente, Deti al. (2017)

observaron que AAS disminuye la angiogénesis tanto en  La administracion de AAS post infarto al miocardio

embriones de pollo como en modelos tumorales y que e@td) es el tratamiento convencional para prevenir la agre-

efecto es mediado por inhibicion de la actividad enzimaticgcion plaquetaria. Nuestros resultados apuntan a que se
de heparanasa. Esta enzima degrada al proteoglican@si&aria generando una contradiccion fundamental al utili-
cadenas de heparansulfato permitiendo una mayor dispaer el AAS como antiagregante plaquetario, porque a su
nibilidad de VEGF en el microambiente celular.vez tiene un efecto antiangiogénico, dificultando la

Interesantemente, encontraron que AS y AAS inhibenreperfusion adecuada del tejido infartado. Esta idea se ve

esta enzima en concentraciones similares. En su conjugafirmada por Chunet al (2002) y Gerralet al (2004).

to, estos hallazgos presentan evidencias de que AAS ejer-

ce un efecto antiangiogénico al menos a través de dos Por lo tanto, es necesario explorar alternativas te-

mecanismos, uno de ellos independiente de COX. rapéuticas que eviten la agregacion plaguetaria luego de
ocurrido un infarto, sin afectar el proceso de angiogénesis

No encontramos disminucion de la expresion deomo lo reportan Smadg al (2012), que es tan necesa-

VEGF-A en los cardiomiocitos de fetos de pollo como resio en este proceso. En conclusién, AAS disminuye los

puesta al tratamiento de QuBol de AAS. Este resultado niveles de VEGFR2 en miocardio y la densidad

se suma a reportes contradictorios en relacion a la inhibiicrovascular en MAC de pollo. Estos resultados apor-
cion de la expresion y actividad de VEGF mediada peein al conocimiento del efecto antiangiogénico que posee

este farmaco. AAS disminuye la expresion de VEGF-AI AAS en dosis farmacoldgicas, lo que podria tener im-

en modelos de sarcoma segun lo reportado por Zétanglicancia en el tratamiento inicial post infarto.
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