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RESUMEN

MARCO TEORICO: La angiogénesis es la proliferacion de vasos sanguineos desde vasos
preexistentes. Se ha documentado la accion antiangiogénica de los inhibidores del receptor
de angiotensinall (ARA 1), sin embargo, no se ha descrito la relacion entre angiogénesis y
los inhibidores directos de la renina (DRIS), que también participan regulando € sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). OBJETIVO: Demostrar el efecto antiangiogénico
de aliskireno, un DRI, en membranas alantocorioénicas de pollo. MATERIAL Y METODO:
Aliskireno y enaapril sobre MAC fueron instilados en distintas concentraciones y
comparados. En secciones histol6gicas seriadas se registré e nimero de vasos sanguineos
presentes en 9000 um? bajo microscopio de luz a maximo aumento, y se reaizo andlisis
estadistico utilizando Anova y € test de Tukey para demostrar posibles diferencias.
RESULTADOS: Los receptores tratados con aliskireno, en ambas concentraciones
utilizadas, presentaron menor densidad vascular, en comparacion con los controles, siendo
ésta estadisticamente significativa a mayor concentracion.  CONCLUSIONES: Aliskireno
en concentraciones altas tiene un efecto antiangiogénico en un modelo experimental de
MAC. Este hallazgo plantea la necesidad de estudios posteriores, dada la proyeccién que
podriatener el uso inhibidores directos de larenina. A partir de estos resultados, se podria
pensar en la factibilidad del uso de askireno para la modulacion de la angiogénesis en

diversas enfermedades crénicas no transmisibles.



ABSTRACT

BACKGROUND: Angiogenesis is the formation of new blood vessels from pre-existing
ones. Antiangiogenic effect of angiotensin receptor blockers has been reported, however,
the relationship between direct renin inhibitors and angiogenesis has not been well
described. OBJECTIVE: To prove the antiangiogenic effect of aliskiren, a direct renin
inhibitor, on chick embryo chorioalantoic membrane (CAM) assay. MATERIALS AND
METHODS: Aliskiren and enalapril were instilled in different concentrations and
compared. In seria histological sections, the number of blood vessels per 9000 um? area
under observation through optical microscope using maximum zoom was registered.
Statistical analysis using Anova and Tuckey test in order to show possible differences, was
performed. RESULTS: Receptors treated with aliskiren presented lower vascular density,
which was dsatistically significant when a higher concentration was administered.
CONCLUSIONS: High concentrations of aliskiren have an antiangiogenic effect on CAM
assay. This finding means further studies are needed, because of the usefulness direct renin
inhibitors could have. These results, aso, might enhance the possibility of using aliskiren

for regulating angiogenesis in the context of non transmissible chronic diseases.



MARCO TEORICO

Se define angiogénesis como la neoformacion de vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes. Para que este fenOmeno tenga lugar, se requiere la coexistencia de diversos
procesos, tales como: proliferacién y migracion celular, reclutamiento celular y activacion
de diversas moléculas (moléculas de adhesion celular, interleuquinas y factores de
crecimiento). Asimismo, precisa de la activacion de multiples vias de sefiales intracel ulares.
La angiogénesis incluye etapas tales como: vasodilatacion, degradacion de la membrana
basal de la pared vascular y dteracion del contacto intercelular (Blasi et al, 2002),
migracion, proliferacién y maduracion de células endoteliales (Jain, 2003) y reclutamiento
de células periendoteliales (células musculares lisas y pericitos). Ademas. Se tiene una
poblacion celular proveniente de la médula ésea, las células progenitoras endoteliales
(EPC), las que d llegar a un sitio donde hay angiogénesis, se unen ala pared de un vaso en

crecimiento para diferenciarse a células endoteliales (Asahara et al, 1997).

MECANISMOS REGULADORES DE LA ANGIOGENESIS

A) Factor de crecimiento vascular endotelial tipo A (VEGF-A), sus receptores

(VEFGR-1vy 2) v sus vias de transduccién de sefiales

El factor de crecimiento del endotelio vascular tipo A (VEFG-A), juega un rol
fundamental en la angiogénesis, siendo la molécula mas conocida en relacion a este
proceso. Esta citoquina, expresada en tegjidos donde se requiere actividad angiogeénica,
como por gemplo la placenta y e cuerpo lUteo, (Papetti et a, 2002), se une a dos
receptores con actividad tirosina kinasa: VEGFR-1 y VEGFR-2, siendo este Ultimo el més
importante en la accion mitogénica, angiogénica y permeabilizadora del VEGF-A, aun
cuando VEGF-A se une con una afinidad 50 veces mayor a primero. VEGFR-1 actla
como un “sefiuelo” que, al secuestrar al VEFG-A, impide su interaccion con e VEFGR-2

(Ferrara et a, 2005). Se ha descrito ademas la existencia de un tercer receptor, denominado
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VEGFR-3, pero no se relaciona con la acciéon de VEGF-A, observandose que otras formas
de este factor de crecimiento (VEGF-C y VEGF-D) se unen ad. VEGFR-3 se expresaen €
endotelio de vasos linféticos, y su accién se relaciona con procesos de linfoangiogénesis
(Kaipainen et a, 1995). La accion de VEFG-A se lleva a cabo fundamentalmente sobre las
células del endotelio vascular, aumentando su permeabilidad de diversas maneras. aumenta
el trangporte intracelular a través de organelos y vesiculas (Senger et al, 1997), reorganiza
las uniones cadherina/catenina deshaciendo las uniones estrechas intercelulares (Esser et d,
1998; Kevil et a, 1998) y estimula la produccién de activadores del plasmindgeno y sus
inhibidores (Pepper, 1997), asi como de colagenasa intersticial. Otras acciones realizadas
por VEGF-A sobre las células endoteliales estan dadas por la estimulacion de la
proliferacion (Conolly et a, 1989; Fernandez et a, 1999) y migracion ceular
(Gospodarowicz et al, 1987), asi como lainhibicion de la apoptosis (Gerber et al, 1998).

B) Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

Esta molécula presenta 2 formas. &cida (aFGF) y bésica (bFGF), presentando ambas
semegjanzas funcionales con VEFG-A: tanto aFGF como bFGF estimulan la proliferacion
(Gospodarowicz et a, 1989) y migracion (Terranova et al, 1985) celulares, asi como la
produccion de activadores del plasminégeno e inhibidores (Millauer et al, 1993).
Asimismo, no actlia solo sobre las células endotdiales, ya que se ha observado que estimula
la proliferacion en fibroblastos, mioblastos, condrocitos y osteoblastos (Thomas, 1987). Sin
embargo, se sabe que ratones deficientes en FGF presentan un desarrollo vascular normal
(Folkman et a, 1983; Lobb et a, 1985). Actualmente, se plantea que FGF participa
principalmente en procesos de angiogénesis local tras dafio vascular (Miller et al, 2000).

C) Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

Originamente descrito en estas células, ha sido halado también en fibroblastos,
queratinocitos, mioblastos, astrocitos, células epitelides y macrofagos. Presenta 2
isoformas, PDGF A y PDGF B, del mismo modo, su receptor puede encontrarse en 2
subtipos distintos: a y B (Heldin et al, 1999). Se ha descrito la capacidad de esta molécula
de estimular la proliferacion de pericitos in vitro, mientras que en estudios in vivo en

ratones con deficiencia de PDGF estos sujetos presentan muerte perinatal debido a



hemorragia y edema, con ausencia de pericitos en los vasos sanguineos (Lindahl et a,
1997). Este factor de crecimiento € encargado de la proliferacion y migracion de estas

células através de |os vasos de neoformacion (Hellstrom et al, 1999).

D) Céulas derivadas de la médula ésea

Ademas de las EPC, susceptibles de ser utilizadas como biomarcadores en procesos
antiangiogénicos (Shaked et al, 2005) existen células derivadas de la médula ésea que
pueden aumentar la secrecion local de VEGF: células mieloides (Grunewald et a, 2006),
neutrofilos (Hao et a, 2007; Nozawa et a, 2006) y macrofagos (Lin et al, 2007).

E) Angiopoietinas1y 2 (ang-1y ang-2)

Ang-1 se une como agonista al receptor tirosina-kinasa Tie-2, expresado en células
endoteliales e involucrado en procesos angiogéenicos (Kerbel et a, 2002), favoreciendo la
maduracion y estabilizacion de los vasos sanguineos recién formados (Imhof et al, 2006).
Ang-2 actlia como antagonista de Tie-2 y desestabiliza |los vasos sanguineos. Se expresa en
células endoteliales en sitios de angiogénesis activa, por 10 que promoveria la angiogénesis
en conjunto con VEFG (Kerber, 2008).

F) Viade transduccién de sefiales Notch-Deltalike ligand 4 (DI14)

En esta via de transduccon de sefides, descubierta en la década pasada, los
receptores de superficie celular Notch (1, 2, 3 'y 4), expresados por diversos tipos celulares,
interactdan con ligandos transmembrana (jagged 1, jagged 2, DII1, DIl 3y DIl4) de células
adyacentes. Las células endoteliales expresan los receptores Notch 1 y 4, asi como los
ligandos jagged 1, DII1 y DIl4. Dll4, expresado exclusivamente en células endoteliales, es
inducido por VEFG y se expresa principalmente en células en estado angiogénico (Gale et
al, 2004). Se sabe también que la union Notch-DII4 disminuye tanto la formacion como la
remodelacion capilar, y favorece e reclutamiento de pericitos. Estas acciones prevendrian
una angiogénesis excesiva y favorecerian e desarrollo ordenado de nuevos vasos
sanguineos (Kerbel, 2008).
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MOLECULAS INHIBIDORAS DE LA ANGIOGENESIS

A) Antiangiogénicos endégenos

Tumstatina, un péptido de 232 aminoécidos presente en la cadena a3 del coldgeno
tipo 1V. En roedores en los que se ha eiminado genéticamente la cadena a3, se ha
observado incremento marcado de la densidad microvascular y de la velocidad de
crecimiento tumoral. No se ha descrito a la fecha accion de esta molécula sobre otros
factores angiogénicos, como VEGF, Bfgf o HIF (Maeshima et al, 2000).

Endostatina es un fragmento interno del colageno tipo XVIII de 20 Kd, cuya
hiperexpresién en roedores reduce la velocidad de crecimiento tumora en un 300%, al
comparar ratones que solo presentan 1,6 veces mas endostatina que aquéllos normales
(Sund et al, 2005). Esto se asemeaalo observado en humanos con Sindrome de Down, que
al presentar 1,6 a 2 veces mas endostatina que los sujetos sin enfermedad, son los més
protegidos contra patologias angiogénesis-dependientes como: cancer, retinopatia diabética
y aterosclerosis (Chadefaux et al, 1998). Su capacidad de inhibir la migracién de células
endotelialesin vitro e in vivo, sigue un patron bifésico, es decir, una curva dosis-eficaciaen
forma de “u” (Celik et al, 2001), con una mayor eficacia frente a dosis intermedias. Esto
explica los fracasos a iniciarse su uso, ya los que las concentraciones utilizadas resultaron

ser excesivas (Kuo et a, 2001).

B) Antiangiogénicos exdgenos

Bevacizumab, anticuerpo monoclonal anti VEFG-A, € primer antiangiogénico
aprobado por la Administracion de Alimentos y Drogas de Estados Unidos (FDA) para ser
usado en quimioterapia contra cancer de colon, y e primero en demostrar sobrevida en
pacientes con cancer avanzado (Ferrara et al, 2004). Actualmente, se estudia su utilidad al
combinarse con otros agentes frente a otras neoplasias (Miller, 2005). Sus efectos
colaterales, aunque infrecuentes (2% de los casos), deben ser considerados e incluyen:
perforacion gastrointestinal, retardo en € cierre de heridas, fendmenos tromboembdlicos y
hemoptisis (Browder et al, 2000).
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Tarceva, también aprobado por la FDA, es un inhibidor del receptor tirosina kinasa
para € factor de crecimiento epidérmico (EGF) e inhibe la produccion de moléculas
angiogénicas. Se usa para € tratamiento del céncer pulmonar. Actualmente, se ha
demostrado que su uso conjunto con Caplostatina genera una sinergia importante,

obteniéndose una actividad antitumora mucho mayor ala de ambos farmacos por separado.

Caplostatina, €l antiangiogénico de mayor espectro conocido alafecha, corresponde
a un andlogo sintéico de la fumagilina (Ferrara et a, 2004). Més de 100 laboratorios
diferentes demostraron que la administracion de 30 mg/kg/dia de TNP-470 por via
subcuténea produce remision tumoral entre un 40 y un 100% en ratas, hamsters y conejos
(Satchi-Fainaro et a, 2004). Si bien se encontrO0 asociacion entre  TNP-470 vy
neurotoxicidad, caplostatina presenta un espectro antitumoral similar a éste, pero puede ser
usado en dosis hasta 10 veces mayores, sin que se documente toxicidad. Ademés, es e mas
potente inhibidor de la permeabilidad vascular, inhibiendo la accién de VEGF-A, factor
activador de plaguetas y otras moléculas angiogénicas. Esta inhibicién, especifica para las
células endoteliales, se lleva a cabo por mecanismos desconocidos (Satchi-Fainaro et al,
2005).

Las estatinas son farmacos que acttan inhibiendo la enzima HMG CoA reductasa,
ampliamente utilizados en pacientes con factores de riesgo cardiovascular, reduciendo los
niveles plasmaticos de colesterol (Skaletz-Rorowski et al, 2004). Se ha demostrado que
favorecen la angiogénesis en condiciones de isgquemia, incluso en individuos con niveles
normales de colesterol. Los mecanismos subyacentes no se conocen aln, pero se sugiere
unarelacion entre las estatinas y la activacion de la proteina serina/treonina kinasa Akt, que
regula la formacion de oxido nitrico (NO) a partir de las células endoteliales (Skaletz-
Rorowski et al, 2003), siendo esta propiedad independiente de su rol hipolipemiante, segin
lo demostrado en ratas (Boodhwani et al, 2006; Boodhwani et al, 2006). Sin embargo, se
ha reportado también que su uso en dosis dtas dosis inhibe tanto la migracion de células
endoteliales como la angiogénesis (Weis et a, 2002, Ma et a, 2005). Se ha documentado su
rol en e tratamiento de diversas neoplasias, como €& cancer colorrectal y prostético, asi
como en e melanoma (Demierre et a, 2005). Se plantea que aumentan € potencial
proapoptdtico tanto de las células tumorales como de varios factores citotdxicos, ademas de
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disminuir la actividad antiapoptética del VEGF y disminuir la secrecion de metal oproteasas
(Kaushal et al, 2003). Si bien los resultados de los ensayos clinicos en fase /11 y Il no
demuestran una mejoria estadisticamente significativa tras su uso, si es posible que mejoren
la efectividad de farmacos usados previamente en esguemas de quimioterapia (Jakobisiak et
al, 2003).

ANGIOGENESIS EN PATOLOGIA CRONICA

La patologia tumoral es la entidad cuya asociacion con procesos angiogeénicos se
encuentra mas ampliamente documentada. Como se menciond, VEGF-A es la molécula
mas conocida en relacién a este proceso. Hoy en dia, se sabe también que VEGFR-1 puede
ser expresado por células tumorales, estando involucrado tanto en la liberacion de factores
de crecimiento (Hiratsuka, 2002) como en la mediacion de sefiales quimiotécticas (Wey,
2005). La expresion génica del VEGF-A esta regulada por € balance entre la hipoxia, que
lafavorece mediante la activacion del factor inducible por hipoxia (HIF, Hypoxia-inducible
factor), y la actividad de genes supresores, como el de von Hippel-Lindau (VHL) (Safran et
al, 2003). A la fecha se conoce también la influencia de oncogenes, como erb-2/her2 o ras,
que a sufrir mutaciones favorecen la produccion de VEGF-A (Rak, 1995), y con €llo,
procesos de angiogénesis en células tumorales. Esto Ultimo es relevante en el prondstico del
tumor, ya que se ha descrito que la sola proliferacion celular, en ausencia de angiogénesis,

da origen atumores microscopicos, inocuos para el huésped (Gerber, 2002).

Se conoce también la relacion entre angiogénesis y microangiopatia
diabética, en particular, retinopatia diabética. En relacion a esta Ultima, se sabe los
productos finales de glicosilacion o glicacion avanzada, (AGEs, Advanced Glycation End
products) moléculas que aparecen en condiciones tales como diabetes e insuficiencia renal,
asi como con laedad (Kotaet a, 2006), favorecen la actividad de moléculas inflamatorias y
la migracién de monocitos a la pared vascular (Vlassara et al, 1995). La activacion de su
receptor (RAGE, Receptor for Advanced Glycation End products) desencadena una mayor
liberacién de VEFG, y con ello, neoformacion de capilares, como se desprende de estudios
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tanto en ratas (Sato et al, 2009) como en pacientes con insuficiencia renal que utilizan
peritoneodidlisis (Boulanger et a, 2007). Se ha descrito, mediante estudios en membranas
alantocoriénicas (MAC) de pollo, que los AGESs producen aumento de la angiogénesis in
vivo, de un modo tanto dosis como tiempo-dependiente (Okamoto et al, 2002). Se ha
establecido la asociacion entre la union de los AGES a su receptor y neoplasias como
carcinoma nasofaringeo (Logson et al, 2007; Tsuji et al, 2008) y carcinoma oral de cdlulas
escamosas (Sasahira et a, 2007).

Entre otras patologias crénicas no transmisibles asociadas a angiogénesis, se

cuentan degeneracion macular, artritis y psoriasis (Folkmann, 2006).

SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA Y ANGIOGENESIS

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) corresponde a una cascada
enzimatica complegja, que se activa sea frente a una disminucion de la presion arterial o de
los niveles de sodio en los tubulos renales Se inicia con la formacion de renina por las
células del aparato yuxtaglomerular del rifion, la que a ser liberada a torrente sanguineo,
cataliza la transformacién del angiotensindgeno, producido en el higado, en angiotensina l,
laque asu vez estransformadaen angiotensinall, por accion de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE), a nivel pulmonar. La angiotensina Il se une a dos receptores
principales, denominados receptores de angiotensina Il tipo 1 (AT1) y tipo 2 (AT2). La
unién de angiotensina Il a AT1 estimula la produccion en la corteza suprarrena de
aldosterona, mineralocorticoide que produce reabsorcion de agua y sodio en los tubulos
renal es, aumentando de este modo tanto el volumen intravascular como e volumen minuto,
produciéndose un efecto gendmico resultante en vasoconstriccion importante e inhibicién
de la excrecion renal de agua y sodio, y un efecto no gendmico que determina fibrosis,
inflamacion y remodelacion cardiaca y vascular, por o que la estimulacién mantenida del
receptor ATl se asocia a hipertension arterial, insuficiencia renal y accidentes
cerebrovasculares. El receptor AT2 tendria una accién opuesta a AT1, regulando

negativamente la sintesis de coldgeno y e crecimiento celular a través de fenébmenos de
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vasodilatacion y apoptosis, asi como de inhibicion tanto del estrés oxidativo como de la
inflamacion (Ager et al, 2008). La accion angiogénica de angiotensina ll, se lleva a cabo de
dos mecanismos diferentes, ocurriendo en ambos una transactivacion del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGF, Epidermal Growth Factor): uno de ellos involucra una
fosforilacion del receptor VEGFR-1, € otro esta dado por la activacion de la proteina
tirosinarkinasa de bazo (Syk), proceso independiente de la expresion de VEFG.
(Buharalioglu et al, 2011).

La relacion entre la activacion de AT1 y angiogénesis esta bien documentada a
partir del estudio del rol del SRAA en la génesis tumoral. La union de angiotensina Il a
AT1 favorece la secrecion por parte de las células tumorales de factores de crecimiento y
citoquinas tales como VEFG, IL-8, PGF y FGF-2, potenciando por una parte € crecimiento
de células de sostén como fibroblastos y células endoteliaes, y por otra, la secrecion por
parte de los fibroblastos de 1L-6, TGFa, EGF, IGF-1y metaloproteinasas, que favorecen €l
crecimiento de las células tumoraes. Céulas del sistema inmune innato (neutrofilos y
macréfagos) generan y expresan angiotensina |, que por accién de la ACE presente en €
estroma se convierte en angiotensina Il, que ocupa la cascada de sefiadles del SRAA para
favorecer la formacion de mas factores de crecimiento y citoquinas, como VEGF, PDFG,
IGF-1, FGF-2, GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-8 y TNFa. Asimismo, en condiciones de
inflamacion e hipoxia, los neutrofilos y macréfagos producen especies reactivas de
oxigeno, que favorecerian la proliferacion celular, la angiogénesis, € reclutamiento de
células inflamatorias y posiblemente generan dafio en € DNA. Estos procesos estarian
dados por la activacion de vias de sefiales intracelulares como la fosforilacion de las
proteinas MAPK (mitogen-activated protein kinase) o PISK (phosphatoinositide 3-kinase),
asi como a la activacion del factor nuclear KB (NF- kKB), responsable de la generacién de
proteinas antiapoptéticas, tales como survivina, BCL-XL y BCL-2, siendo este un

mecanismo protector paralas células tumorales (George et a, 2010).

En la actualidad, se sabe que € SRAA es en readlidad un sistema biaxial. En 1988,
Santos et a describieron la existencia del heptapéptido angiotensina (1-7) (Santos et a,
1988), describiéndose su actividad tanto in vitro como in vivo (Schiavone et a, 1989,
Campagnole-Santos et a, 1989). La identificacion del homdlogo de enzima convertidora de
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angiotensina denominado ACE2 como fundamental para la formaciéon del heptapéptido,
permitié documentar una nueva via metabdlica. La formacion de angiotensina (1-7) puede
darse a través de dos mecanismos: uno de ellos, mas eficiente, implica la formacion de
angiotensina (1-7) por ACE2 directamente a partir de angiotensina ll, (Vickers et al, 2002).
El otro, menos relevante, esté4 dado por la hidrélisis de angiotensina | por ACE2 para
formar e péptido angiotensina (1-9), e cual, por accion de ACE, es convertido en
angiotensina (1-7) (Donoghue et al, 2000; Rice et a, 2004). Se ha descrito, asimismo, la
unién de angiotensina (1-7) al receptor asociado a proteina G Mas (Santos et al, 2003), lo
gue demuestra que su accion es independiente de la union a los receptores AT1 0 AT2. De
este modo, se tienen los dos ges antes descritos en e SRAA: por una parte, €
tradicionalmente conocido ACE/angiotensina II/AT1, y por otra, ACE2/angiotensina (1-
7IMas.

El e ACE2/angiotensina (1-7)/Mas contrarresta |os efectos deletéreos producidos
por la accion del e ACE/angiotensina Il/AT1, favoreciendo la vasodilatacion e inhibiendo
fendmenos tales como disfuncion endotelial, hipertrofia, proliferacion ceular, fibrosis,
ateroesclerosis, muerte celular y arritmias (Ferreira, 2005). Las acciones méas ampliamente
descritas se observan a nivel cardiaco y renal: En ratas, se ha observado gque angiotensina
(1-7) aumenta e volumen expulsivo, previene la remodelacion cardiaca y, en dosis bajas,
produciria vasodilatacion del lecho coronario (Santos et al, 2013). Por otra parte, si bien
existen abundantes estudios en relacion ala accion de angiotensina (1-7) sobre e rifidn, su
rol alafecha es aln controversia: en rifiones de cerdo, angiotensina (1-7) tiene un efecto
natriurético y diurético (Burgelova et a, 2002), estando ambos efectos inhibidos en
model os de ratas sometidas a sobrecarga de agua (Pinheiro, 2012), y se postulala accion de
Mas en ambos procesos. Se sabe que en pacientes humanos hipertensos no tratados los
niveles urinarios de angiotensina (1-7) se encuentran disminuidos en relacion a voluntarios
sanos (Ferrario et al, 1998). La actividad conocida hoy en dia para € ege
ACE2/angiotensina (1-7)/Mas excede ampliamente a corazon y a rifion, abarcando
diversos territorios. Se postula que la interaccion angiotensina (1-7)/Mas regula diferentes
cascadas de sefides intracelulares, tales como la via PI3BK/AKT vy lavia de fosforilacién de
la proteina ERK (extracelular-signal-regulated kinase), actuando finalmente sobre efectores

tales como NO, el factor de transcripcion FOXOL1 o ciclo-oxigenasa 2 (COX-2). (Passos-
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Silvaet a, 2013). A través de estas interacciones, el sistema ACE2/angiotensina (1-7)/Mas
mejora condiciones patoldgicas tales como fibrosis e inflamacion en pulmones, higado y
rifiones (Lubel et a, 2009; Shenoy et al, 2010). También interviene positivamente en €
metabolismo, aumentando la captacion de glucosay la lipdlisis, e inhibiendo la resistencia
ainsulina y la disipidemia (Giani et al, 2009; Santos et a, 2010). A nivel de sistema
nervioso central, favorece el aprendizaje y la memoria en e hipocampo y la amigdala
(Albrecht, 2007); a la vez que tiene un efecto protector contra € dafio cerebral por
isqguemia, aumentando la expresion de Oxido nitrico sintetasa endotelia (eNOS) y en
consecuencia, la liberacion de NO en ratas (Zhang et a, 2008). También actia sobre €l
sistema reproductivo, estimulando sobre la ovulacion, la espermatogénesis y la sintesis de
esteroides sexuales (Santos et al, 2013).

El ge ACE2/angiotensina (1-7)/Mas tiene un efecto tanto antiangiogénico como
antiproliferativo, este Ultimo estaria determinado tanto por una inhibicidon en la
fosforilacion de ERK como por una inhibicion de COX-2, ambas moléculas involucradas
en procesos de proliferacion celular (Passos Silva et a, 2013). Asismismo, se ha observado
gue angiotensina (1-7) activa a factor de transcripcion FOXO 1, € cual no solo activa
genes relacionados con apoptosis y detencion del ciclo celular, sino ademés regula
negativamente la actividad angiogénica de las células endoteliaes, por |o que de este modo
actuaria inhibiendo € desarrollo de tumores (Calnan et a, 2008; O€llerich et al, 2012). A
partir de estudios en ratas, se observo que la accién antiagiogénica de angiotensina (1-7)
disminuia a agregarse el antagonista especifico A-779, lo que no sucedié a administrarse
losartan, antagonista de AT1, ni PD 123339, antagonista de AT2, ya sea aisladamente o
combinados, e independientemente de la via de administracion (sistémica o local). Por lo
tanto, es posible afirmar que la accién antiangiogénica de angiotensina (1-7) no serelaciona
con laactividad del e ACE/angiotensina II/AT1 (Machado et al, 2000).

El blogueo del SRAA ha sido ampliamente usado en el tratamiento de la
hipertension arterial, utilizandose histéricamente dos tipos de farmacos: los inhibidores de
la enzima convertidora de la angiotensina (ACEI, o IECA en espaiiol), aparecidos a inicios
de los 80, que acttan blogueando la conversion de angiotensina | en angiotensina Il; y los
antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARA Il), surgidos en la década
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siguiente, que inhiben la unién de la angiotensina Il a sus receptores tipo 1. En pacientes
con hipertensién esencial se ha observado que telmisartdn, un  ARA I, disminuye los
niveles plasméticos de la forma soluble del receptor para AGEs (SRAGE) en relacion a
pacientes no tratados con este farmaco, demostrandose, ademés, que existe liberacion de
SRAGE a partir de la superficie de células expuestas a angiotensina Il (Nakamura et a,
2005). Asimismo, olmesartan, otro ARA 1I, ha demostrado inhibir in vitro la angiogénesis
inducida por la activacién de RAGE (Y amagishi et al, 2007).

En 2007 salieron a mercado los inhibidores directos de renina (DRI, Direct Renin
Inhibitors) (Brown, 2008), los que producen un bloqueo completo del SRAA, evitando
efectos colaterales como el aumento compensatorio en los niveles de angiotensina ll, que se
asocia a mayor dafio en érgano blanco y eventos cardiovasculares, o € aumento en la
actividad de la renina plasmética, también relacionada con enfermedad cardiovascular en
pacientes hipertensos tratados y no tratados (Buczko et a, 2008). El DRI mas importante es
el aliskireno, farmaco autorizado por la FDA para €l tratamiento de la hipertension en 2007
(Shafiq et a, 2008). Esta molécula, que se une con ata afinidad a sitio activo de larenina,
tiene un elevado peso molecular y una baja biodisponibilidad. Sin embargo, la fraccién
absorbida es apenas metabolizada y lentamente excretado, por lo tanto, su concentracion en
plasma, tras dosis repetidas en rangos terapéuticos, puede exceder su IC50 entre 15 y 50
veces (Waldmeier et al, 2007). Experimentos en ratas insuliorresistentes e insulinosensibles
sometidas a bombeo subcutaneo de aliskireno en dosis de 50 mg/kg/dia permitieron
constatar cambios metabdlicos atribuibles a la inhibicién de la renina (Habibi et a, 2008).
Estudios clinicos muestran su eficacia disminuyendo la produccion de péptidos
natriuréticos, asociados a hipertension, ya sea como aternativa a los IECA o asociado a
ARA 1l o B-bloqueadores, en pacientes con insuficiencia cardiaca (Mc Murray et al, 2008).
Asimismo, se ha documentado también su utilidad y seguridad en pacientes con antecedentes
de hipertension asociada afallarena (Ito et al, 2010).

La inexistencia de literatura que describa la accion directa de aliskireno sobre la
angiogénesis a aplicarse directamente sobre los vasos sanguineos motiva la eleccion de
este farmaco para su estudio, asi como la interrogante que surge al no saber qué sucede con
la angiogénesis a inhibirse el SRAA desde su inicio. Por su parte, e modelo de MAC de
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pollo es de mangjo relativamente sencillo y permite un acceso expedito a los vasos
sanguineos. LaMAC se organiza en € embrién alas 72 horas de incubacién, observandose
a partir de entonces una abundante irrigacion, que permite determinar € efecto del farmaco
en estudio sobre los vasos de neoformacion. Otras ventgas de este modelo radican en que
es econdmico, no requiere grandes periodos de tiempo y constituye un método no invasivo
de observacion, a diferencia de otros model os estudio de angiogénesisin vivo, tales como €l
microbolsillo corneal, la ventana mesentérica o € implante de esponja subcutanea, entre
otros (Norrby, 2006).

HIPOTESIS

Aliskireno afecta negativamente la neoformacion de vasos sanguineos en un modelo

experimental de membrana a antocorionicade pollo.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la proliferacion y diferenciacion de vasos de neoformacion en membrana
aantocoriénica (MAC) de pollo en presencia de aiskireno, f&rmaco que actta inhibiendo

directamente larenina.

OBJETIVOSESPECIFICOS

1.- Observar y cuantificar e efecto de aliskireno, administrado en distintas concentraciones,

sobre laformacion de nuevos vasos sanguineos en membrana al antocorionica de pollo.

a) Determinar el efecto angiogénico de aiskireno en baja concentracion sobre un
modelo de MAC.

b) Determinar € efecto angiogénico de aliskireno en ata concentracion sobre un
modelo de MAC.
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2.- Observar y cuantificar € efecto de enalapril, administrado en distintas concentraciones,

sobre laformacion de nuevos vasos sanguineos en membrana al antocorionica de pollo.

a) Determinar €l efecto angiogénico de enaapril en baja concentracion sobre un
modelo de MAC.

b) Determinar € efecto angiogénico de enalapril en ata concentracion sobre un
modelo de MAC.

3.- Determinar diferencias en la neoformacion de vasos a comparar e efecto de la
administracion de ambos farmacos, sobre modelos experimentales de membrana

alantocorionica de pollo que se encuentren en una misma etapa del desarrollo embrionario.

MATERIALESY METODOS

M edio de Cultivo

Huevos fertilizados White L eghorn.

Soluciones
Grupo Control: agua bidestilada
Grupo 1 : agua bidestilada + enalapril 2,03 uM.
Grupo 2 : agua bidestilada + enalapril 8,12 uM.
Grupo 3 X agua bidestilada + aliskireno 54,37 uM.
Grupo 4 : agua bidestilada + aliskireno 108,74 uM.

I ncubaciéon delos Huevos Receptor es

Al iniciar e experimento, los huevos receptores fueron lavados con un algodén embebido

en agua destilada, desinfectados con alcohol yodado y ubicados en bandegjas en posicién
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horizontal para que e blastodisco se ubique en posicion dorsal. A continuaciéon los
receptores fueron marcados en su cara superior y llevados a una cadmara de incubacion
esterilizada a una temperatura de 37,8°C en una atmésfera humidificada. Cuarenta y ocho
horas més tarde (al tercer dia), se les abrié una ventana cuadrada en el polo apical de su
cascaray se les extrgjo 2 ml de albumina, de modo que la MAC en desarrollo se separara
de la cascara, luego se cerrd esta ventana con papel celofan y se abrié una segunda ventana
de 2,5 x 2 cm en la marca previamente sefialada, exponiéndose los vasos sanguineos
subyacentes. Las burbujas generadas a partir de la succion de albumina fueron eliminadas
con un estilete a rojo vivo debido a que su presencia aumentaba €l riesgo de contaminacion
(Molinaet al, 2005; Toledo et a, 2010). Finamente, se sell6 la ventana con cinta adhesiva
transparente y los receptores fueron devueltos a la incubadora, donde permanecieron una
semana. A partir de este momento, 10s receptores fueron permanentemente monitoreados,

con €l fin deretirar aquéllos que no sobrevivieron o que no se desarrollaron.

L os vasos sanguineos de laMAC proliferan y se diferencian en arterias y venas hasta el dia
8. De esta manera, se origina una red de capilares que ocupa un area determinada bajo €l
corion, determinando el intercambio gaseoso con € ambiente exterior. Una rpida
proliferacion celular continla hasta € dia 11, posteriormente se observa una marcada
reduccion en e indice mitdtico, hasta que e sistema vascular acanza su conformacion

definitiva el dia 18, justo antes de larupturadel cascaron.

Al décimo dia, en cada uno de los grupos de trabajo establecidos previamente, se retir6 la
cinta adhesiva que cubria la ventana de 2,5 x 2 cm, para posibilitar la instalacion de un
disco milipore (metilcelulosa) de 5 mm de didmetro, previamente esterilizado, en forma
directa sobre la superficie de laMAC en crecimiento. Con € fin de determinar el efecto de
las distintas soluciones, los discos implantados fueron inoculados con 10 pl cada uno.
Posteriormente los receptores fueron nuevamente sellados con cinta adhesiva transparente.
Este procedimiento se llevd a cabo en e interior de la camara de cultivo, con € objeto de

disminuir las variaciones del medio.

Al décimo tercer dia, se removieron los discos implantados en los receptores y las MACs

adyacentes, siendo puestos en formalinaa 10% durante 24 horas. Transcurrido este tiempo,
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las muestras fueron retiradas de la solucion fijadora y lavadas con agua (Zufiga et al, 2003;
Michel et a, 2011).

Deshidratacion, Aclaracion e Inclusion de las M uestr as

Tras el lavado, las muestras fueron deshidratadas mediante el paso de una bateria de
acoholes de graduacién ascendente (80°-96°-100° durante 15 minutos), puestas en xilol
durante 10 minutos en 3 ocasiones e impregnadas en parafina solida con punto de fusion
56°C a unatemperatura de 60°C.

Cortey Montaje

Se redlizaron cortes de 5 micrones, 1os que fueron estirados en un bafio térmico a
45°C, para luego ser depositados en portaobjetos impregnados previamente con albumina,

dejandose secar a 37°C durante 12 horas.

Despar afinacion

Las muestras fueron bafiadas tres veces con xilol durante 15 minutos en cada
ocasion. Luego se les paso por una bateria de alcoholes de graduaciéon descendente (tres
lavados con acohol 100°C, uno con acohol 96°C y otro con alcohol 80°C, durante 7
minutos cada uno), se lavaron con agua corriente durante 5 minutos y se enjuagaron en
agua destilada.

Analisis de Densidad Microvascular

Se determind la densidad microvascular, entendiéndose ésta como e nimero total
de vasos sanguineos observados en un area de 9000 pm?2 (30 um x 300 um), desde un
ocular ubicado a una distancia de 600 um del filtro, en MAC de embriones de pollo
normales de trece dias de vida. Con este propdsito, se utilizO un microscopio optico con
aumento maximo. Se efectuaron conteos en cada uno de los grupos de trabajo,
obteniéndose val ores muestrales del nimero de capilares sanguineos.
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Andlisis Estadistico

Se utilizo € programa Graph Pad Prism® 5 y el andlisis estadistico se realizo a
través de ANOVA de una via con Test de Tukey. Se consideré estadisticamente
significativo un P-value < 0,05.

RESULTADOS

El nimero total de receptores puestos a incubar fue de noventa. Al tercer dia,
durante la extraccion de albumina, se constatdé que nueve de ellos no estaban fertilizados,
siendo retirados de la incubadora. En los dias siguientes, los receptores fueron
monitoreados periddicamente para detectar y detectar alos que no sobrevivieran. Al tercer
dia se retiraron dos receptores, a cuarto dia se retiraron tres, al séptimo dia se retiraron dos

y a noveno dia seretiraron dos.

Se efectud instilacion de sustancias en un total de setenta y dos receptores, siendo

estos repartidos de manera aleatoria en cinco grupos.

Grupo Control: agua bidestilada (12 receptores).

Grupo 1 - agua bidestilada + enalapril 2,03 uM (14 receptores).
Grupo 2 - agua bidestilada + enalapril 8,12 uM (14 receptores).
Grupo 3 : agua bidestilada + aliskireno 54, 37 uM (16 receptores).
Grupo 4 : agua bidestilada + aliskireno 108,74 uM (16 receptores).

Al décimo primer dia, se retiraron cuatro receptores. dos del grupo 1 (enaapril 2,03 uM) y
dos del grupo 2 (enalapril 8,12 uM). Al décimo tercer dia, se retiraron dos receptores del
grupo 4 (aiskireno 108,74 uM).

El nimero de receptores fijados fue de sesenta y seis, distribuidos de la siguiente

forma
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Grupo Control: 12 receptores

Grupo 1 : 12 receptores.
Grupo 2 : 12 receptores.
Grupo 3 : 16 receptores.
Grupo 4 - 14 receptores.

Comparacion dela Accion de Farmacos | nstilados Sobr e la Angiogénesis

Aliskireno vs controles: La administracion de aliskireno en las concentraciones
utilizadas, produjo inhibicion de la angiogénesis en modelos de MAC, siendo este efecto
estadisticamente significativo respecto a los controles solo en aguellos sujetos instilados
con ata concentracion de este farmaco (P < 0,05) (Fig.1).
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Figura 1: Aliskireno disminuye la densidad microvascular tanto a bajas como a altas
concentraciones, a compararse con los controles. Sin embargo, la diferencia es
estadisticamente significativa solo a administrarse la concentracion maxima estudiada.

Como consecuencia de o anterior, se observo también, en receptores de aliskireno
en atas concentraciones, una menor migracion de vasos sanguineos hacia €l corion, en

relacion alos controles (Fig.2)
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Figura 2: Lainstilacion de aiskireno en la concentracion maxima utilizada determina una
caida en lamigracion vascular haciael corion, y con ello, un menor intercambio gaseoso.

Enaapril vs controles. La administracion de enaapril en las concentraciones
estudiadas, produjo un efecto proangiogénico en modelos de MAC de pollo, encontrdndose
diferencia estadisticamente significativa en relacién alos controles solo en aquellos sujetos

gue recibieron este farmaco en la concentracion maxima utilizada (P < 0,05) (Fig. 3).
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Figura 3: Enaapril aumenta la densidad microvascular tanto a bajas como a altas
concentraciones, a compararse con los controles. Sin embargo, la diferencia es
estadisticamente significativa solo a administrarse la mayor concentracién estudiada.
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En los individuos que recibieron enaapril en ata concentracion, a constatarse una mayor
angiogénesis, se vio también una mayor migracion de vasos sanguineos hacia € corion, a ser

comparados con los controles (Fig. 4).

3 ea el
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Figura 4: La instilacion de enalapril en la concentracion méxima utilizada determina una
mayor en lamigracién vascular hacia el corion, lo que favorece el intercambio gaseoso.

Comparacion entre la accion de aliskireno y enaapril en relacion alos controles: Al
hacer un corolario de los resultados obtenidos para cada farmaco en relacion a su efecto
sobre la angiogénesis respecto a los controles, se tiene que la adicion de distintos
medi camentos que actiian en una misma via metabdlica (el SRAA) genera efectos opuestos,
con aliskireno gjerciendo un rol antiangiogénico, a diferencia de enalapril, cuya accion es
proangiogénica. Es importante considerar que, en ambos casos, la significacion estadistica

solo seacanzé a utilizar |as concentraciones maximas (Fig. 5).
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Figura n°5: Aliskireno, inhibidor directo de larenina, inhibe la angiogénesis en modelo de
MAC, mientras que enalapril, un IECA, la favorece. Al comparar la accién de ambos
farmacos en relacion a los controles, los cambios solo son estadisticamente significativos
cuando se instilaron en concentraciones maximas.

Analisis de Supervivencia Después de la Aplicacion de Sustancias: Una vez realizada la

instilacion (dia 10), y hasta la extraccion de las MACs en crecimiento (dia 13), se encontré
sobrevida del total de receptores en los grupos control y aliskireno 54,37 uM. Al comparar
el nimero total de receptores vivos a dia 10 con el total de aguéllos restantes en el dia 13,
el andlisis estadistico no arroja una diferencia estadisticamente significativa (P = 0,40). El
estadistico utilizado fue €l test de Mantel Cox (Fig 6).
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Analisis de sobrevida de receptores
(Mantel Cox Test. P = 0,40)
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Figura 6: Andlisis de Mantel Cox para sobrevida de receptores entre los dias 10 y 13. La
mortalidad total observada tras la ingtilacion de farmacos no es estadisticamente
significativa.

DISCUSION

Al estudiar €l efecto de aliskireno sobre la formacion de nuevos vasos sanguineos,
es posible afirmar que la accion antiangiogénica constatada es estadisticamente
significativa solo a administrarse en la mayor concentracion elevada. Es importante
sefidar, sin embargo, que este hallazgo se contrapone a los primeros estudios descritos en la
literatura cientifica internacional, que sefidlan al aliskireno como un regulador positivo de
fendmenos proangiogénicos en model os de ratas (Poss et al, 2010; Rusai et a, 2011). Sin
embargo, y aun cuando estas experiencias fueron realizadas in vivo, es necesario considerar
gue existen diferencias metodol égicas que podrian explicar las diferencias en los resultados
alcanzados, tales como sujetos de estudio (ratas v/s embriones de pollo), modo de
administracion (via oral o subcutanea v/s instilacion directa en los vasos sanguineos) y
dosis utilizadas. Ademas, dichos estudios se basan en parametros indirectos para evaluar la

actividad angiogénica, tales como e numero de células positivas para e VEGFR-2, o €
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indice angiopoietina 1/angiopoietina 2. En relacion a los resultados obtenidos en el
presente estudio, se confirma la hipétesis de trabajo relativa a rol antiangiogénico de
aliskireno, lo que si es consistente para lo descrito previamente en relacion a la accién de
los inhibidores de AT1 (con la consecuente inhibicion del SRAA), sobre la neoformacion
de vasos. Una posible explicacion estaria dada por una mayor sensibilidad del e
ACE/angiotensinall/AT1 a la inhibicién, lo que generaria, alin en presencia de un agente
inhibidor de ambos ges de SRAA, un predominio relativo de la accién dd ge
ACE2/angiotensina (1-7)/Mas, con lo que se tendria un desbalance que finamente
desencadene una menor generacion de citoquinas y factores de crecimiento, lo que se
asocia a una menor migracién y proliferacion celular. Por otra parte, se tendria ademés un
cese en la inhibicion de factores de transcripcidn involucrados con la apoptosis. De este
modo, se tendria finalmente e menor numero de vasos de neoformacion observado en este
trabgjo. Si se tiene en cuenta el resultado obtenido, podria plantearse una eventual nueva
aplicacion terapéutica para este f&rmaco, sin embargo, también es preciso sefidar que las
Ultimas investigaciones acerca de su uso en humanos han determinado que €l uso de
aliskireno debe ser supervisado estrictamente por €l profesional a cargo, ya que en la
actualidad se sabe que su uso asociado a IECA puede ser deletéreo a largo plazo en
pacientes de ato riesgo cardiovascular, tales como portadores de hipertension arterial y
diabetes concomitante, con fala renal y factores de riesgo cardiovascular asociados
(Parving et al, 2012), o bien asociado a mayor riesgo cardiovascular en pacientes con
antecedentes recientes de sindrome coronario agudo tratados con aliskireno asociado o no a
valsartan, en relacién a placebo (Scirica et al, 2010). No obstante, también se ha
documentado su efecto cardioprotector al asociarse a IECA, ARA 1l o - blogueadores en
pacientes con insuficiencia cardiaca (McMurray et al, 2008), asi como Su USO en
monoterapia sin asociacion demostro efecto renoprotector en pacientes hipertensos,
diabéticos y con falla rena (Parving et a, 2008). Si bien actualmente su uso a largo plazo
asociado 0 no a enalapril, en pacientes con falla cardiaca moderada a severa, se encuentra
en estudio, si es posible proyectar, a partir de la evidencia actual, su uso en monoterapia en
pacientes con factores de riesgo cardiovascular estabilizados 0 en una etapa temprana, tales
como hipertension arterial etapa 1 o insuficiencia cardiaca capacidad 11-111, siendo este

grupo de pacientes potenciaes beneficiarios de las propiedades antiangiogénicas de
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aliskireno, en caso de asociar enfermedades cronicas no transmisibles que cursen con

angiogénesis.

Respecto al efecto de enaapril sobre la angiogénesis en & modelo estudiado, se
obtuvo un efecto proangiogénico, € que solo es significativo a administrarse en ata
concentracion. La literatura cientifica ha documentado la influencia de enaapril sobre este
fendmeno, identificandolo como un regulador tanto negativo (Kim et a, 2009; Sharma et
al, 2010) como positivo (Sanchez de Miguel et al, 2008; Fallahzadeh et a, 2010), a partir
de trabajos en ratas. Nuevamente se sefidlan |as diferencias metodol 6gicas, tanto en sujetos
de estudio, via de administracion y dosis suministrada a la hora de comparar las
experiencias antes mencionadas con este trabgo. Una posible explicacion para los
resultados obtenidos podria encontrarse en una propiedad de la ACE no relacionada con €l
SRAA: esta enzima cataliza no solo la conversion de angiotensina | en angiotensinall, sino
también la degradacion de bradiquininas en péptidos inactivos. Las bradiquininas son
péptidos fisiolbgicos producidos a partir de precursores |lamados quininégenos por accion
de enzimas llamadas calicreinas, presentes en diversos sitios, tales como e pancress, la
prostata o la piel. Existen dos receptores para bradiquininas, B1 y Bz, siendo este tltimo €l
mas importante en condiciones fisiologicas (Yazawa et a, 2011), mientras que Bi1 se
expresa en condiciones patol 6gicas tales como inflamacion o dafo tisular. En relacion con
la angiogénesis, la union de bradiquininas a sus receptores, principamente Bz, estimula la
accion de la enzima éxido nitrico sintetasa endotelial (eNOS), y con €llo, la liberacion de
oxido nitrico (NO), molécula que favorece tanto la secrecion de VEGF como la expresion
del VEFGR-2 (Ping et a, 2008). En consecuencia, en € presente trabgo, la mayor
angiogénesis observada en los receptores tratados con enalapril se deberia a la accion
inhibitoria de la ACE que caracteriza a este farmaco, o que da como resultado una
acumulacién de bradiquininas y una mayor migracion y proliferacion de céulas

endoteliales por accion del NO.

Por otra parte, también es preciso explicar aspectos relativos a la metodologia de
trabgjo. El modelo de trabagjo utilizado, membrana alantocoriénica de pollo (MAC), fue
elegido por presentar ventgjas tales como ser econdmico, no requerir periodos prolongados

de tiempo pararealizar observaciones, ser no invasivo, sencillo, ser facil de mantener en un
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ambiente esterilizado, presentar una alta tasa de sobrevida de los individuos en estudio (en
esta experiencia, cercana a 80%) y ser facilmente reproducible. Ademés, al trabajar sobre
organismos con un sistema inmune inmaduro, se descarta la posibilidad de una reaccién de
rechazo a las sustancias aplicadas sobre ellos, ya que los discos de metilcelulosa son
instalados a décimo dia de desarrollo, mientras que los linfocitos B, primeras céulas
inmunes en aparecer, no son detectados antes del dia 11 (Jaunse et a, 1991). Entre las
desventgjas de este modelo, se tiene en primer lugar, la ocurrencia de un fenébmeno
inflamatorio inespecifico asociado a la instalacion del filtro de metilcelulosa sobre el cual
se instalaran los farmacos, € que produce un aumento en e nimero de vasos sanguineos
locales que pueden amplificar falsamente € efecto angiogénico observado. Sin embargo,
este fendbmeno se da en todos | os sujetos de estudio, por 1o que se elimina un posible sesgo.
Otro aspecto negativo de este modelo radica en que € aumento en e nimero de vasos
sanguineos observado puede deberse en realidad a reordenamiento de vasos sanguineos ya
presentes, y no a neoformacion. Nuevamente, la ocurrencia de este proceso en todos los
sujetos ayuda a limitar otro posible sesgo. En e caso particular de este estudio, una
dificultad estaba dada por la instilacion de enaapril, farmaco que es ingerido por e ser
humano como profarmaco, a diferencia de aliskireno, que se administra como principio
activo. Sin embargo, en e embrién de pollo, ya en la primera semana se tiene un sistema
digestivo funcional, o que se demuestra en la capacidad de tomar nutrientes a partir del
saco vitelino y formar productos de desecho que se ailmacenan en € aantoides. De este
modo, se tiene también un higado capaz de metabolizar €l profarmaco administrado, tal
como sucede en el ser humano. Del mismo modo, en relacién a modelo de MAC, y para
refrendar su validez, es necesario mencionar e extendido uso que hatenido en el estudio de
tanto de fendmenos tanto patolégicos como fisioldgicos, contdndose entre 10os primeros
angiogénesis tumoral, (Ribatti, 2004), mieloma mdultiple (Vacca et a, 1994) o
neuroblastoma humano (Cafiete et a, 2000); y entre los segundos, la cicatrizacién (Ribatti
et al, 1996).

El uso de agua se debe a que aliskireno, fa&rmaco en estudio, es descrito como
altamente soluble en este medio, por 10 que se decidio utilizar este solvente. Si bien € uso
de PBS o suero fisiologico esta ampliamente difundido como un modo de proteger

estructuras vivas manteniéndolas en un medio isotonico, existe un trabajo previo realizado
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en preparados histologicos de MAC tratados con agua que arrojé un porcentgje de
supervivencia cercano a 80%, tal como en el presente estudio. La ausencia de significacion
estadistica al estudiar la mortalidad de receptores después del dia 10, esto es, después de la
aplicacion de solucion acuosa con o sin farmaco, permite afirmar que, en la dosis utilizada,

el uso de solucidn acuosa es seguro y no se asocia a dafio ni mortalidad en |os receptores.

Por ultimo, a elegir las concentraciones utilizadas al instilar cada farmaco, se tuvo
como referencia las concentraciones aproximadas de cada farmaco a ser ingeridas dentro
de sus respectivos rangos terapéuticos en la practica clinica habitual en humanos. Desde
luego, es imposible pretender que el modelo de MAC replique con exactitud la ingesta de
humanos adultos, sin embargo, se espera, a partir de los resultados obtenidos, plantear
eventuales nuevas aplicaciones para € uso de aliskireno, cuya factibilidad seria mayor al
estar las dosis administradas dentro de o aceptado en la préactica terapéutica. El uso de solo
dos concentraciones no permite estudiar en profundidad el efecto de aliskireno y enalapril,
ya que no es posible establecer patron alguno, sea éste lineal, exponencial, en “U”, o de
otro tipo, que relacione dosis y efecto. Sin embargo, éste no constituia un objetivo del
presente trabgjo, por 10 que se requieren nuevos estudios destinados a esta finalidad.

En suma, € presente trabgjo confirma la hip6tesis planteada respecto al efecto
antiangiogénico de aliskireno en un modelo de féacil acceso que ha demostrado ser simple,
replicable y vélido. Los resultados obtenidos abren la puerta a nuevas lineas de
investigacion que se espera que permitan dilucidar, entre otros aspectos, |0s mecanismos
subyacentes y las proyecciones que la interaccion entre aliskireno y angiogénesis pueda
ofrecer en relacion alaterapéutica en seres humanos.
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CONCLUSIONES

Aliskireno tiene un efecto inhibitorio de la angiogénesis, o que esta podria estar
determinado por la inhibicion que gerce sobre el e ACE/Angiotensina II/AT1. Por lo
tanto, su uso podria ser un factor protector en el contexto de patologias cronicas que cursen

Con angiogenesis.

Enaapril favorece la angiogénesis, 1o que podria estar mediado por una activacion
del ge bradiquininas-6xido nitrico, con un aumento en los niveles plasméticos de
bradiquininas, mayor liberacion de NO y expresion de VEGF y VEGFR-2. En
consecuencia, su uso podria ser recomendable en condiciones que requieran angiogenesis,

tales como laisguemia o €l dafio tisular.

Se requieren nuevos estudios para determinar con exactitud la relaciéon entre los
farmacos estudiados y |a angiogénesis.
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