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RESUMEN

La angiogénesis, que conduce a la formacién de redes capilares, tiene un rol
importante en un elevado nimero de eventos fisiolégicos y patoldgicos, entre los
cuales figuran el desarrollo embrionario, la cicatrizacion de heridas, la artritis, el
crecimiento tumoral, la metastasis y los procesos isquémicos, como uno de los
mecanismos de la proteccion enddgena y exdgena. A tales efectos se analizan los
meétodos mas utilizados actualmente tanto in vivo como in vitro para los estudios de
angiogénesis; también se destacan las ventajas y desventajas de cada uno y se
enfatiza en la combinacion de ambos.
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ABSTRACT

The angiogenesis that leads to the formation of capillary nets, has an important role in
a high number of physiological and pathological events, among which we can mention
the embryonic development, wounds healing, arthritis, tumoral growth, metastasis
and in the ischemic processes as one of the mechanisms of the endogenous and
exogenous protection. To such effects the most used methods at the moment are
analyzed either in vivo or in vitro for the angiogenesis studies; advantages and
disadvantages of each one are highlighted too and the combination of both is
emphasized.
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INTRODUCCION

La angiogénesis consiste en la formacion de nuevos vasos sanguineos debido a la
proliferacién de células endoteliales, que conducen a la formacion de redes capilares.
Tiene un rol importante en un elevado nimero de eventos fisiolégicos y patoldgicos a
saber: desarrollo embrionario, cicatrizacion de heridas, artritis, crecimiento tumoral,
metastasis y procesos isquémicos como uno de los mecanismos de la proteccion
endégena y exégena.t

En la isquemia, por ejemplo, la falta de oxigeno favorece la activaciéon y trascripcion
del factor HIF-1, que funciona como un regulador de la homeostasis del oxigeno y lleva
a la transcripciéon de varios genes, incluyendo los codificadores de eNOS (del inglés
endotelial nitric oxide synthase) y VEGF (del inglés vascular endotelial growth factor).
Como consecuencia, uno de los primeros fenédmenos reconocidos durante esta es la
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vasodilatacion debido a los niveles de 6xido nitrico (NO) presente, entre otras causas;
también se observa el aumento de la permeabilidad vascular, por lo cual el edema es
un poderoso predictor de la respuesta angiogénica, y como resultado de este proceso
aparecen nuevas redes capilares. *

Dos procesos estan estrechamente vinculados a la angiogénesis: la arteriogénesis y la
vasculogénesis. La primera se refiere al crecimiento de arterias colaterales
preexistentes en arterias colaterales funcionales; la segunda a la formacién de una red
primitiva de vasos sanguineos durante la embriogénesis. Los angioblastos
diferenciados en células endoteliales forman una red vascular. *

Para los estudios de estos procesos, tanto aquellos que se producen de forma
fisiolégica como la intervencidon de agentes terapéuticos como inhibidores o
estimuladores de angiogénesis, se utilizan diferentes modelos in vivo e in vitro. Las
pruebas in vitro son valiosas, pueden ser realizadas de manera expedita y entregan
resultados cuantitativos, pero que deben ser interpretados cuidadosamente y estar
sujetos a confirmacién por ensayos in vivo, que aungue consumen mas tiempo, el
ndmero de test que se puede realizar al mismo tiempo es limitado y la cuantificacion,
por lo general, es mas dificil; son imprescindibles debido a la naturaleza compleja de la
respuesta vascular a los agentes terapéuticos estimuladores o inhibidores de la
angiogénesis.>®

Tomar ventaja de la angiogénesis, pero ya como concepto terapéutico, resulta
importante en la conformacion de terapias para diferentes enfermedades. En el futuro,
como resultado de estas investigaciones, la modulaciéon de la angiogénesis formara
parte de terapias para pacientes con enfermedad cerebrovascular isquémica y

cancer, entre otras afecciones.

ENSAYOS PARA EL ESTUDIO DE LA ANGIOGENESIS
Ensayos in vitro

Algunos autores, *® en sus andlisis de los ensayos de angiogénesis, coinciden en
sefalar las técnicas para el estudio de células endoteliales in vitro.

Las lineas mas utilizadas son las células siguientes: endoteliales adrticas bovinas
(BAECSs), endoteliales de pollo (CECs), endoteliales microvasculares (HMVECS) y
endoteliales de las venas umbilicales humanas (HUVECs). ° Las ventajas de estos
sistemas in vitro radican en las posibilidades de controlar diferentes parametros, como
la concentracion espacial y temporal de sustancias mediadoras de angiogénesis, y de
estudiar etapas individuales del proceso. Son de menor costo y requieren menos
esfuerzo que los estudios in vivo, pero tienen como principal desventaja que los
efectos del compuesto in vitro pueden no ser los mismos in vivo, debido a que los
cambios metabdlicos que ocurren en el organismo pueden desactivarlo.

Estos métodos son:
¢ Proliferacion de células endoteliales
Dentro del proceso de la angiogénesis, los ensayos de proliferacion son altamente

reproducibles, faciles de realizar y de generar datos precisos y cuantificables; sin
embargo, aunque las células endoteliales en cultivo son capaces de la divisiéon celular,
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con el tiempo se vuelven senescentes y asi los estudios de proliferacion deben llevarse
a cabo poco después del aislamiento, comUinmente entre 3 a 6 horas en el laboratorio.

Una densidad celular apropiada es importante para los estudios de proliferacion. La
actividad proliferativa puede detenerse como resultado del exceso de células en el
cultivo, lo cual trae como consecuencia la disminucién del suministro de nutrientes y la
acumulaciéon de productos de desecho. Por ello, la confluencia de células endoteliales
debe ser inferior a 70 % para la evaluaciéon de la proliferaciéon celular. Antes del
comienzo de los experimentos, con el fin de poder evaluar la sustancia proangiogénica,
debe inducirse el estado de reposo para mimetizar la condicidon de las células in vivo, lo
que se consigue con el llamado “suero de hambre”, para luego volver a introducir el
suero completo y la sustancia a testar para el curso del experimento. Este proceso
debe ser cuidadosamente controlado para evitar la apoptosis por inanicion.

La proliferacion celular puede ser descrita como el nUmero de células divididas y la
forma mas facil de determinarla es a través del nimero neto de células, que se obtiene
mediante equipos para el conteo celular, tales como: hematocitometro (con el uso de
un microscopio), contador Coulter (contador electréonico de particulas) o un contador
de células automaético Vi-cell, que mide tanto la viabilidad como el nUmero de células.

También se utilizan métodos indirectos tales como la cuantificaciéon, por el ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), de los productos resultantes del método de
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) muy usado en la
actualidad,® pero que tiene la desventaja de que algunos de los agentes quimicos
resultantes provocan reacciones que pueden llevar a diferentes niveles de absorbancia,
aun cuando existen grados similares de confluencia de células.

Igualmente, el estudio de sintesis de ADN es una medicion alternativa de la
proliferaciéon celular que se ensaya al medir la incorporacion de (3H) timidina en el
ADN de la célula mediante recuento de centelleo. La cantidad de radioactividad
observada por este método es proporcional a la neosintesis de ADN. Mas
recientemente, el uso de bromodesoxiuridina (BrdU), que compite con la timidina para
su incorporacion en el ADN durante la fase S del ciclo celular, ha reemplazado el uso
de timidita radioactiva y puede ser detectado por técnicas de inmunocitoquimica al
nivel de células individuales o por ELISA para la poblacién de células.

e Migracion de células endoteliales

Durante el proceso de la angiogénesis, las células endoteliales son estimuladas para
degradar la membrana basal y migrar en el estroma perivascular en respuesta a un
gradiente de factores angiogénicos, incluyendo la induccion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF). El ensayo mas utilizado para evaluar cuantitativamente la
migracion de células endoteliales es el de Boyden modificado. En este método las
células endoteliales se colocan sobre un filtro cubierto con fibroconectina, proteinas de
colageno o matrigel. La sustancia a estudiar se coloca en la camara inferior y se
observa la migracion de las células endoteliales en direccion a este sustrato. Este
ensayo tiene varias ventajas, que incluyen su alta sensibilidad a pequefias diferencias
de concentracion de gradientes, alta reproducibilidad y corta duraciéon. Las dificultades
técnicas para poner a punto el ensayo, la preservacion de los gradientes por
prolongados periodos de tiempo y la imposibilidad de observar la migracién celular
durante el experimento, se reconocen como sus principales desventajas.
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Una adaptaciéon de la camara de Boyden, sustituye el filtro transparente con un
material de blindaje de la luz, que con las células marcadas por fluorescencia permite
observar solo aquellas que migran a una posicién por encima del filtro y pueden ser
contadas de esa manera.*!

e Formacion de tubos (diferenciaciéon de las células endoteliales)

El método consiste en la medicidon de la habilidad de las células endoteliales para
formar estructuras tridimensionales (formaciéon de tubos) por medio de la estrecha
union de estas. Dichas formaciones son estudiadas por microscopia electrénica. La tasa
de diferenciacion depende del tipo de matriz utilizada. La méas eficaz para tal objetivo
es la de matrigel, derivada del sarcoma murino Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). Otra
forma del ensayo es usar cultivos de células endoteliales con células estromales
(fibroblastos, células musculares lisas y explantes de vasos sanguineos), con matriz
extracelular o sin ellos. Los fibroblastos, por ejemplo, al ser cultivados con las células
endoteliales secretan compuestos que potencian la formacién de tubulos cilindricos con
lumen, pero este método ha sido menos caracterizado.

Otra alternativa es usar el anticuerpo anti-CD31 acoplado a fosfatasa ligada a un
sustrato cromogénico soluble y a continuacién utilizar el método ELISA.*?

Ensayos ex vivo (cultivo de 6rganos)

El hecho de que la angiogénesis in vivo incluye tanto a las células endoteliales como a
su entorno, lleva a la utilizacién del estudio del proceso por cultivo de érganos,
ensayos que mimetizan la situacién in vivo, ya que incluyen las células endoteliales, las
del entorno y la matriz de soporte. *3

Por otra parte, en el ensayo con el anillo adrtico de rata, esta arteria es extraida,
separada cuidadosamente del tejido fibroadiposo y cortada en anillos de 1 mm de
longitud que se colocan en una placa de 24 pocillos. Dichos anillos son inmersos en
matrigel y por un periodo de 10 a 14 dias se monitorea la formacién de microvasos.

En este ensayo aparecen problemas, por ejemplo: con los explantes extraidos de
diferentes animales se obtienen resultados diferentes debido a la especificidad de las
especies. A ello se suma que todos los ensayos de cultivo de 6érganos se describen para
tejidos no humanos, lo cual hace dudosa su aplicabilidad.

El ensayo con aorta de pollo, que es una variante del anterior, es ventajoso, pues el
resultado se puede obtener entre 1 y 3 dias.

Para ambas técnicas es posible cuantificar el crecimiento de células endoteliales con el
empleo de técnicas de fluorescencia (BSL-1 y BSL-B4) o por tincién de los cultivos con
anticuerpo CD31 marcado con fluorescencia.™

Ensayos in vivo
Varios ensayos in vivo se utilizan para el estudio de la angiogénesis * y actualmente se

reconoce la necesidad de acceder a ellos para confirmar los ensayos obtenidos in
vitro.> & Tal necesidad se ve reflejada en la practica de la investigacion. ° °
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Ensayo de plug de matrigel

Es considerado como un test de escaneo rapido para estimuladores e inhibidores de
angiogénesis. Esta sustancia es un extracto de sarcoma murino EHS consistente en
una matriz de componentes extracelulares y factores de crecimiento. Se almacena a
-20 °C y se licia a 4 °C, de manera que se convierte en un gel sélido (plug de
matrigel) a la temperatura corporal del raton (37 °C). Las sustancias a estudiar se
afiaden al matrigel y este se inyecta por via subcutanea en la region ventral de los
animales. La respuesta angiogénica en el plug depende de las caracteristicas del
animal (edad, especie, entre otros) y de la localizacién de la inyeccién. De 7 a 10 dias
después de la implantacion, el plug de matrigel es retirado y puede observarse la
formacién de nuevos vasos en la matriz inicialmente no vascularizada. La formaciéon de
vasos puede ser cuantificada por medicion de hemoglobina y confirmada mediante
tincion histologica.'®*® La dificultad de este método esta en que el matrigel se dispersa
facilmente en el tejido subcutaneo y si ello ocurre, no se logra formar el plug al
alcanzarse la temperatura corporal.®

Método de implantacidn de esponjas del gel absorbente

Se utiliza para la evaluacidén de agentes proangiogénicos y antiangiogénicos a partir de
la estimulacién de los procesos inflamatorios por la sustancia extrafia que conduce a la
angiogénesis. La esponja se prepara con espuma de gel absorbente estéril, se corta y
fortalece con agarosa estéril, que se bafia con la sustancia a estudiar. A continuacion
se inserta por via subcutdnea en una incision realizada sobre la linea media del animal.
Luego de 14 dias este es sacrificado, se extrae la esponja y se realiza la cuantificacion
de la actividad angiogénica. La mayor desventaja del método es que la implantacion
del material est4 asociada con respuestas inmunes no especificas que pueden provocar
una significativa respuesta angiogénica, incluso sin la presencia de factores de
crecimiento exégenos.®

Ensayo en discos de alcohol polivinilo

Este modelo, utilizado para la evaluacidon de la angiogénesis inflamatoria, es una
variacion del método de esponjas de gel absorbente. Los discos son preparados a
partir de una esponja estéril de alcohol polivinilo cubierta por papel de filtro,*° después
el disco es insertado por via subcutanea a 2 cm de distancia de la incisién y esta es
suturada. Luego de 9-10 dias el animal es sacrificado y los discos son extraidos para
realizar el estudio de la actividad angiogénica. ®

Ensayo de angiogénesis en la coérnea

El método fue utilizado inicialmente en conejos, pero ha sido adaptado a ratas y
ratones.™® La cornea de las ratas tiene un espesor entre 225 y 250 um. El estroma
abarca cerca de 80 % de este espesor y contiene fibras paralelas de colageno inmersas
en la matriz extracelular.?® El método consiste en insertar en una bolsa creada en la
cornea la sustancia promotora o inhibidora de la formaciéon de nuevos vasos. Como la
coérnea esta desprovista de vasos sanguineos se puede observar facilmente la
formacién de estos por microscopia, por ello este método es considerado el gold
standard para el estudio de sustancias promotoras de neovascularizacion.®

La deteccion de la densidad de microvasos puede ser determinada mediante técnicas
de inmunohistoquimica, mediante el empleo de marcadores endoteliales; la respuesta
vascular cuantificada, mediante el procesamiento de imagenes por computadora. La
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desventaja del método radica en que el espacio disponible es muy reducido y la
insercion de las sustancias puede provocar reacciones inflamatorias.! Por otra parte,
técnicamente resulta mas demandante y cara que los ensayos en la membrana
crioalantoidea (CAM, por sus siglas en inglés), que se analiza méas adelante. °

Modelo de isquemia en miembros inferiores

Es el modelo animal de la enfermedad arterial periférica y ha sido usado ampliamente
para estudiar la remodelacién vascular. Para su obtencién, el extremo proximal de la
arteria femoral y la porcion distal de la arteria safena se atan y las ramas laterales se
cortan, lo cual provoca la isquemia. El mecanismo involucrado radica en que los
cambios hemodinamicos llevan a la proliferacion vascular, lo que mantiene los vasos
colaterales y proveen de sangre al tejido isquémico. La neovascularizacion se
determina por el incremento de la proliferacion de células endoteliales y la densidad
capilar, para ello se cuenta el nUmero de capilares por fibra muscular o por milimetro
cuadrado.® %t

Ensayo de angiogénesis en la CAM

El modelo de la CAM es utilizado como método piloto en los estudios de evaluacién de
la angiogénesis. Las sustancias a estudiar, que pueden ser tanto estimuladoras como
inhibidoras de la angiogénesis, se colocan en la membrana extraembrionaria a través
de una ventana abierta en la cascara del embrion entre los dias 7 y 9 del desarrollo
embrionario, de manera que dicha membrana es sellada y luego de un tiempo de
incubaciéon (que puede variar) se hace el estudio de la angiogénesis. Mas adelante se
realizan consideraciones a tener en cuenta para una buena interpretacion de los
resultados.

Una variante del método es la incubaciéon exhuevo, en la que la CAM es extraida a una
placa Petri en etapas tempranas del desarrollo embrionario. Esta CAM se desarrolla
como una membrana plana, de ahi que las sustancias injertadas pueden ser colocadas
y dado que toda la CAM esta expuesta -- no solo una pequefia ventana de esta--, es
posible hacer multiples implantes y tomar fotografias periédicamente para documentar
los cambios vasculares que se producen en el tiempo.* Los cambios resultantes en la
distribucion y densidad de los vasos se evaltan por medio del procesamiento por
computadora de imagenes adquiridas, a través de un estereomicroscopio. El
procesamiento y presentaciéon de los resultados de este andlisis varia de un autor a
otro, ya sea al asignar una puntuacion derivada de la evaluacién cualitativa de los
cambios en el nimero y distribucidon de vasos o resultados cuantitativos derivados del
analisis morfométrico, es decir nimero de vasos y diametro o luz vascular. *®
Actualmente, los andlisis bioquimicos adquieren particular relevancia en estos
estudios, por ejemplo: los ensayos de proliferacién de células endoteliales o integrinas.
Se recomienda el cuidado necesario en la interpretacion de los resultados, ya que la
arquitectura vascular de la CAM depende de la edad. 282223

La CAM, de por si, esta bien vascularizada, de modo que resulta dificil distinguir
nuevos capilares de los ya existentes. A ello se une el hecho de que el desarrollo
completo de la angiogénesis en la CAM ocurre alrededor de los 11 dias, y si los
resultados se obtienen de embriones mas jovenes, tiene la complicacion adicional de
que existan interacciones inespecificas con factores enddégenos que pueden afectar la
angiogénesis, por lo que es preferible esperar hasta ese dia, y ocasionar irritacion
quimica o fisica en la membrana, incluyendo aquellas originadas en el momento de
romper la cascara. Estas pueden incitar una respuesta inflamatoria que por si misma
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produce angiogénesis (por eso debe esperarse por 3 dias después de abierta la
ventana para implantar las sustancias que seran objeto de estudio o afadir un agente
antinflamatorio al disco). Finalmente, la membrana es susceptible a los cambios en la
presion de oxigeno, lo cual obliga a que el sellado de la ventana sea vital para el éxito
del experimento.®

Muchas variaciones del método béasico han sido propuestas con el fin de mejorar los
resultados y adaptar la técnica a experimentos especificos.?* Si se trata del estudio de
agentes fisicos como el campo magnético, una de las principales ventajas radica en
que no es necesario abrir la ventana en la cascara para aplicarlo, pues este la
atraviesa y la CAM queda expuesta a su accion, de modo que en este caso el momento
para la lectura debe ser escogido adecuadamente. Esta variacion del método reduce la
mortalidad respecto al modelo clasico y evita las desventajas relacionadas con la
implantacion de sustancias irritantes, suministro de antinflamatorios y cambios en la
presion de oxigeno; sin embargo, algunos autores utilizan la ventana en la cascara
para observar la evolucién de la vascularizacién en la CAM.?®

CONCLUSIONES

Actualmente, en el estudio de la angiogénesis, persisten discordancias entre los
resultados obtenidos en ensayos preclinicos con los de la clinica. El descubrimiento y
desarrollo de nuevos agentes para el tratamiento de pacientes con enfermedades como
el cancer, en la que detener este proceso es vital, y la isquemia, en la que la meta
inicial de la neuroproteccion es restablecer el flujo sanguineo, puede cambiar el
panorama actual de tratamiento. Por tales razones, un aspecto primordial al estudiar
un nuevo agente terapéutico para tales fines, es el conocimiento de los modelos,
métodos de ensayo y requerimientos de cada uno. Esta revision esclarece algunos de
estos elementos y de su analisis se deriva que un ensayo Unico no es concluyente para
dilucidar la eficacia de un agente proangiogénico o antiangiogénico, asimismo, se
puede afirmar que el estudio in vivo es imprescindible para una mejor interpretacion
de los resultados.
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