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RESUMEN: La vasculogénesis es controlada por una serie de mecanismos que se activan en funcion del tiempo y del espacio
durante el desarrollo embrionario. Multiples son las vias de sefializacién implicadas en las etapas del proceso vasaslqgérseo, |
inician con estimulos angiogénicos desde el mesodermo o desde el endodermo para dar origen a los angioblastos (céudas progenit
endoteliales). Proteinas como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de crecimiento fibroblastico @nff&F2)
otras, constituyen factores claves en la induccién de este proceso. Posteriormente, los angioblastos deben migrargraealdar orig
vasos primitivos, proceso en el que participan factores atrayentes y repulsivos que orientaran la direccion de su mijoacneAts,
los mecanismos de diferenciacién arterio-venosa, regulados por la via de sefializacion Hedgegog, VEGF y Notch, son determinados
antes del inicio de la circulacion, lo que sugiere que el destino de la célula endotelial se encuentra genéticament® detarsunad
parte, los procesos de remodelacién y proliferacion vascular post natal, son generados a través de la formacion de rupads vasos
de vasos pre existentes (angiogénesis). El factor angiogénico que induce los cambios morfoldgicos y funcionales eerldetedikiEzs
es el VEGFA, las cuales, adquieren la capacidad de direccionar al nuevo vaso en desarrollo. Uno de los principalesesitnquies fi
modifica el patrén de crecimiento de los lechos vasculares es el estrés de flujo, el cual, es susceptible de ser mositficaitmpsr
de estrés como el ejercicio fisico. En la presente revision, se abordan los principales mecanismos implicados en |fsedddgcion
de la vasculogénesis y angiogénesis. Adicionalmente, se discutirdn los mecanismos que sustentan la respuesta vasquoar inducida
estrés de flujo, considerando su rol en el establecimiento de los patrones de crecimiento vascular.

PALABRAS CLAVE: Endotelio; Ejercicio; Neovascularizacion Fisiologica; Moduladores de la Angiogénesis.

INTRODUCCION

La alta demanda energética generada en etapas tem-  Por otra parte, muchos de los eventos que tienen lu-
pranas del desarrollo embrionario requiere de un adecuaglr durante el desarrollo vascular embrionario son
y creciente sistema de intercambio de gases, nutrientegeyapitulados en el adulto mediante la angiogénesis desde
desechos metabdlicos. Portesnotivo, el sistema vasos preexistentes (Asahara & Kawamoto, 2004). Por este
cardiovascular es de los primeros sistemas en desarrollaggstivo, el abordaje integral de estos procesos permite un
durante la organogénesis (Adams & Alitalo, 2007adecuado entendimiento de los mecanismos fisioldgicos que
Karamysheva, 2008; Carmeliet & Jain, 2011). Lalan origen a los cambios y adaptaciones vasculares en si-
morfogénesis vascular (vasculogénesis) es controlada por whéciones de estrés (Yanhal, 2011).
serie de mecanismos moleculares que se expresan y activan
en funcion del tiempo y del espacio en que ocurre el desarro-  En la presente revision, se discuten las principales
llo embrionario (Adams & Alitalo), dando origen a modifi-evidencias que permiten la comprension de los procesos de
caciones metabolicas en las células progenitoras endotelialegsculogénesis y angiogénesis. El foco se orientara en des-
necesarias para el normal desarrollo de las distintas etapgi®ir los principales mecanismos de sefializacion
del proceso de vasculogénesis (Egleal, 2013). involucrados en la regulacion fisiologica de estos procesos

Escuela de Kinesiologia, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad San Sebastian, Concepcion. Chile.

Carrera de Kinesiologia, Facultad de Salud, Universidad Santo Tomas, Concepcion, Chile.

Programa de Doctorado en Ciencias Médicas, Facultad de Medicina, Universidad de la Frontera, Temuco, Chile.
Laboratorio de Neurociencia y Biologia de péptidos, CEBIOR-CEGIN, BIOREN, Universidad de la Frontera, Temuco, Chile.
Laboratorio de Fisiologia Vascular, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion, Concepcion, Chile.
Fisiologia Cardiovascular, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal do Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil.

1348



RODRIGUEZ-NUREZ, I.; ROMERO, F.; GONZALEZ, M. & CAMPOS, R. R. Biologia del desarrollo vascular: mecanismos en condiciones fisiolégicas y estrés flujo.
Int. J. Morphol., 33(4)1348-1354, 2015.

complejos. Adicionalmente, se discutiran los mecanismasitivo (Karamysheva; Vogeét al, 2006). Estimulos direc-
que sustentan la respuesta vascular inducida por estrésadecomo la proteina morfogénica 6sea 4 (BMP4) y el factor
flujo (EF), considerando su rol trascendente en el establedé crecimiento vascular endotelial (VEGF), asi como tam-

miento de los patrones de crecimiento vascular. bién estimulos provenientes del endodermo como las pro-
teinas Indian Hedgehog (lhh) y el factor de crecimiento de
VASCULOGENESIS fibroblastos 2 (FGF2), inducen la diferenciacion directa de

células mesodérmicas en angioblastos (Chapell & Bautch).

Desde una perspectiva histérica, la vasculogénesSis ha descrito que la sefializacion sinérgica entre lhh y FGF2
ha sido descrita como un fendmeno caracteristico defeovenientes del endodermo, promueve la expresion del re-
embriogénesis. No obstante, hoy en dia se acepta que taejotor FLK1 (VEGFR-2) en el mesodermo adyacente. Esto
la angiogénesis como la vasculogénesis ocurren durante tgygamite que las células progenitoras mesodérmicas respon-
en el desarrollo embrionario como en el desarrollo vasculdan a VEGF, lo cual es el punto de partida de la cascada de
adulto (Asahara & Kawamoto). Se ha descrito que las cékasculogénesis (Goldat al, 2008) (Fig. 1).
las responsables de la formacion de estructuras vasculares
primitivas se diferencian desde angioblastos, en embrionbfigracién: Las células diferenciadas migran desde la linea
y desde células progenitoras endoteliales, mesoangioblagiosterior primitiva al ectodermo extraembrionario, saco
y células progenitoras multipotentes, en adultos (Schanithvitelino y alantoides, y ectodermo embrionario (Chung &
al., 2007). Las etapas esenciales en la vasculogenesis $@irara, 2011). Este proceso de migracion angioblastica es
diferenciacion de células mesodérmicas en angioblastdgpendiente del endodermo, el cual permite que los
migracion de angioblastos, ensamblaje de angioblastosagioblastos desactiven sus uniones célula-célula y migren
estructuras vasculares, formacion de lumen vascular y oomo una célula Unica (Jet al, 2005). Por otra parte, en
ganizacion de la red vascular (Chapell & Bautch, 201@tapas tardias de la embriogénesis, los angioblastos migran
Schmithet al). desde fuentes epiteliales o mesenquimales en 6rganos ya

desarrollados, tal como ojos y corazén (Schieital).

Diferenciacion: Durante el desarrollo embrionario tempra-
no, la vasculogénesis se inicia con la diferenciacion de cé- Las vias de sefalizacién asociadas a VEGF juegan
lulas precursoras endoteliales del mesodermo @m rol central en la migracion de los angioblastos. Se ha
hemangioblastos, estas células son progenitoras de céldemostrado que el factor de crecimiento vascular endotelial
hematopoieticas y angioblastos, que posteriormente fornfa{VEGF-A) se concentra en la region anterior del embrién,
ran una red vascular que dara origen al plexo vascular ga-cual, es crucial para la movilizacion, desde la zona poste-
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Fig. 1. Mecanismo de vasculogénesis (Ver texto) (Modificado de Chung & Ferrara, 2011).
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rior, de aquellas células que expresan el VEGFR 1y 2 Se ha demostrado que las vias de sefalizacién Notch
(Hiratsukaet al., 2005). Por otra parte, se ha observado eson necesarias para el destino arterial de la célula endotelial.
un modelo de ratén knockout, que la nula expresién & ha observado en AD de embriones de pez cebra, que la
VEGFR1 y 2 genera la muerte del animal en el dia 8 depresion de esta ruta reduce la expresion del marcador de
desarrollo embrionario. Adicionalmente, aquellos que prelestino celular arterial efirina B2. Por otra parte, la activa-
sentan nula expresion de VEGFR1 presentan un ensambta¢a de la via Notch suprime el destino venoso de las célu-
celular alterado y canal vascular anormal, al poseks endoteliales. Resultados que muestran la importancia de
interacciones celula-celulay celula-matriz inestables; miela via de sefalizacién Notch en el proceso de diferenciacion
tras que aquellos carentes de VEGFR2 fallecen temprafiaawsonet al,, 2001).
mente, sin diferenciacidn angioblastica ni desarrollo vascular
(Fonget al, 1995; Shalabgt al, 1995). Por su parte, tanto la familia de morfogenes
secretados Hedgegog (Hh) como el VEGF, han sido consi-
También existen factores atrayentes y repulsivos asterados factores corriente arriba de Notch en los procesos
ciados a la migracion de los angioblastos. Entre estos faate-diferenciacion vascular (Swéftal). Lawsoret al (2002)
res se encuentran las semaforinas, una extensa familiaddenostraron en pez cebra que sonic hedgehog (Shh) y VEGF
genes altamente conservados en distintas especiest (Hactla corriente arriba de las vias de sefializacion Notch, du-
al., 2002); entre ellas, la proteina Sema3a fue el primer mierante la diferenciacién endotelial arterial. A su vez, eviden-
bro de esta familia en ser considerado repulsivo para kdaron que Shh induce la expresion de VEGF, al observar
conos de crecimiento neuronal (Goshiebal, 2000). gue embriones carentes de Shh no expresan el ARNm de
VEGF en DA; el cual, es restaurado posterior a la introduc-
El receptor de Sema3a consiste en un complejo dén del ARNm de Shh. Adicionalmente, estudios genéticos
moléculas plexinas y neurofilinas, las cuales se integran cem pez cebra han revelado que fosfolipasa C (PLC) g1 es un
el VEGFR-2 para dar origen al receptor de una isoforma ttansductor corriente debajo de la ruta de sefalizacion ini-
VEGF, el VEGF165. En este contexo, Stetdjial. (2003) ciada por VEGF, el cual es necesario para el proceso de di-
observaron en embriones del pez cebra, que angioblad®nciacion arterial (Fig. 1).
positivos para neurofilina-1 migran a regiones donde Sema
3al no se encuentra expresada; a su vez, demostraron que el En este contexto, dos rutas de sefializacion intracelular,
blogueo en la expresién de Sema3al, interfiere con la ractivadas por el receptor de VEGF, han sido reconocidas: (1)
gracién de angioblastos y afecta negativamente al desaffasfoinositol 3 kinasa (PI3K) y (2) kinasa regulada por sefial
llo de la aorta dorsal y circulacién sanguinea (Fig. 1).  extracelular / proteina kinasa activada por mitégeno (ERK/
MAPK); las cuales desarrollan roles antagénicos en el proce-
Diferenciacion arterio-venosa:El ensamblaje de las célu- so de diferenciacién vascular (Hoegal,, 2008). Se ha ob-
las precursoras en los vasos primarios axiales del troncosé&vado que la inhibicion de la via de sefializacién mediada
aorta dorsal (AD) y la vena cardinal posterior (VCP) del pgmor PI3K promueve la especificacion arterial. Ala inversa, la
cebra, sugiere que la expresion de marcadores de identigddbicion de la via ERK/MAPK bloquea la especificacion
venosa o arterial ocurre en etapas tempranas dealerial y promueve la especificacion venosa (Hengl.,
vasculogénesis, incluso antes del inicio del latido cardiacd®906). Esto indica que VEGF activa la via PI3K/Akt, y a su
flujo sanguineo, lo cual demuestra que el destino de la célukz, antagoniza la via PLCg1-ERK/MAPK para favorecer el
endotelial es genéticamente programado (Swift & Weinsteidestino arterial de la célula endotelial (Hatgl, 2008). En
2009). En este sentido, se ha observado que genes como efaitiaion a lo anterior, se ha observado en respuesta a la induc-
B2 y EphB4 se expresan en endotelio arterial y venoso ressn de la via ERK/MAPK, la expresién de un factor de trans-
pectivamente, antes que la circulacion esté totalmente madripcién de destino venoso denominado chicken ovalbumin
ra (Wanget al, 1998). Los genes EphB4 y efirina B2, darupstream promoter-transcription factor Il (COUP-TFII); el
origen a 2 proteinas integrales de membrana, las cualesawal, al suprimir su expresion, induce marcadores arteriales
quieren del contacto célula-célula para una adecuada sefafi-territorio venoso, como ephrinB2, Jagl, Notchly NP1 en
zacion celular (Swif& Weinstein). En este contexto, se haoedores (Swifet al).
observado que defectos en la expresién, tanto de efirina como
de EphB4, altera significativamente la intercalacion ent'®NGIOGENESIS
vasos venosos y arteriales, comprometiendo el estableci-
miento de los limites entre ellos y la remodelacion de la red Una vez que el endotelio primitivo ha sido formado,
vascular. No obstante, no pareciera verse afectado el desttiproceso siguiente es la remodelacion, lo cual permite el
no celular arterial o venoso; lo cual sugiere la participaci@stablecimiento de un red circulatoria madura Este proceso
de otros factores corriente arriba (Helblatcal, 2000). contempla multiples cascadas de sefalizacion, asi como me-
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canismos de comunicaciones célula-célula y célula-mattizz extracelular que mantiene la conformacion de la
extracelular (Goldiet al; Schmidtet al). En etapas avan- vasculatura en estado estable. Por este motivo, uno de los
zadas del desarrollo fetal y post natal, una vez que la y@@meros eventos que acontecen en respuesta a VEGF, es la
vascular primitiva ha sido establecida, la formacion de nuestimulacion de las metaloproteinasas (MMPs) de matriz
VOS vas0s sanguineos ocurre via angiogénesis, definida camwacelular y angiopoyetina-2 (ANG2), que produce la de-
la formacion de nuevos vasos sanguineos desde vagomdacion de la membrana basal y estimula el desacopla-
preexistentes. Este proceso es desarrollado a través de 4niento de las células murales respectivamente (Paténte
ferentes mecanismos: brotes angiogénicos, intususcepcidii,Augustinet al, 2009). Posteriormente, se producen cam-
elongacion/ampliacion e incorporacion de células precusios morfoldgicos y funcionales en las células endoteliales,
soras circulantes en vasos sanguineos. De estos mecdass-cuales adquieren movilidad y emiten evaginaciones
mos, el brote angiogénico es uno de los mecanismos mdfidopodias y lamelopodias), dando origen a las células pun-

descrito (Potentet al, 2011) (Fig. 2A).

ta (Potenteet al, 2011). Estas células generan sefiales
direccionales para la ramificacién vascular, y en ellas se pro-

Las células endoteliales y células murales compatuce la interaccion de VEGFA con KDR, sefial que guiara
ten una membrana basal conformada por proteinas de h@aramificacion vascular. En respuesta a sefiales pro
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Fig. 2. Angiogénesis. (Modificado de Rodriguez & Gonzélez,
2014). En A mecanismo de ramificacion arterial (ver texto) y en B

angiogénicas, estas células expresan el ligando del receptor
Notch, DLL4 (Gerhardét al, 2003). Por otra parte, las cé-
lulas tallo son inducidas desde las células endoteliales sub-
yacentes a la célula punta, en respuestas a VEGFA. Estable-
cen un lumeny proliferan para favorecer la elongacion de la
rama vascular; a su vez, expresan el receptor Notch, el cual
interactda con el ligando DLL4 durante la ramificacién (Po-
tenteet al). La presencia de VEGF-A incrementa la expre-
sion de DLL4 en las células punta, lo cual incrementa la
expresioén de los receptores VEGFR-2 y VEGFR-3, dando
inicio al proceso angiogénico (Hellstréehal, 2007). Por

su parte, la activacion del receptor Notch en las células tallo
disminuye la expresion de VEGFR-2 e incrementa la expre-
sion de VEGFR-1, esto reduce la actividad de VEGF e inhibe
la proliferacién de las células vecinas (mecanismo de inhi-
bicion lateral) (Chappell & Bautch) (Fig. 2A). Por otra par-
te, el incremento en la expresién de Jaggedl en las células
tallo disminuye la actividad de DLL4 en células punta veci-
nas; lo que suprime la induccion de la ruta de sefializacion
Notch en células tallo adyacentes, permitiendo direccionar
la ruta angiogénica (Benediéb al, 2009) (Fig. 2A).

ESTRES DE FLUJO Y ANGIOGENESIS

El estrés de flujo (EF), constituye uno de los princi-
pales estimulos fisicos sobre la pared vascular, razén por la
cual, modifica significativamente el patrén de crecimiento
de los lechos vasculares. Hoy en dia es aceptado que en con-
diciones de EF prolongado se produce un incremento de la
relacién capilar/fibora muscular (C:F). Contrario a lo que
ocurre en condiciones de isquemia donde disminuye la tasa
de angiogénesis y el diametro arteriolar (Hudlicka & Brown,
2009).

El EF influye significativamente sobre la célula

respuesta vascular inducida por estrés de flujo (ver texto). c€Rdotelial, por lo cual es necesaria la presencia de mecanis-
célula endotelial; MLV= msculo liso vascular; DMF= dilatacionmO0s que permitan transformar el estimulo mecanico en se-

mediada por flujo; GCs= guanilato ciclasa soluble.

fales quimicas intracelulares que induciran la activacion de
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diversas vias de sefalizacion para provocar respuesiasones fisioldgicas como patoldgicas. No obstante, aun
adaptativas a nivel genémico y protedémico (Rodriguez &xisten preguntas abiertas, principalmente en relacién a me-
Gonzélez, 2014). Existen diversos mecanosensores ubicanismos que controlan la especificacion celular inicial, fi-
dos en la membrana celular de la célula endotelial, ensmlogia y metabolismo de células murales,
ellos destacan los canales idnicos (Gawgaat, 2006), ta- mecanotransduccion endotelial; entre otros. Temas que Si-
les como el canal rectificador interno de potasio 2.1 (Kir2.huen incentivando el desarrollo de la investigacién en esta
(Hogeret al, 2002) y los canales rectificadores externos daea, con profundas implicancias clinicas.

Cl- (ORCC) (Lieuet al, 2004). Por otra parte, las caveolas,

pequefias vesiculas de membrana abiertas hacia el lumen

vascular, han sido descritas como estructuras sensibleR@PRIGUEZ-NUNEZ, I.; ROMERO, F.; GONZALEZ, M. &

EF (Boydet al, 2003; Sonveaust al, 2004). Las proteinas CAMPOS, R. R. Biology of vascular development: mechanisms
caveolinas (cav) son parte de su estructura y organizacihPhysiological conditions and shear streiss. J. Morphol.,
siendo cav 1 la mas importante en endotelio vascular. %#4)1348'1354’ 2015.

adicién a cav -1, otras proteinas se encuentran presentes en SUMMARY: Vasculogenesis is controlled by a number

estas vesiculas, tales como receptores tirosina quINasaote&sechanisms that are activated as a function of time and space
ceptores acoplados a proteina G, VEGFR y canales de Cgiging embryonic development. Multiple signaling pathways are
los que también participan en los mecanismos dgvolved in the stages of vasculogenic process, which start with
mecanotransduccion inducida por EF (Sowa, 2012). angiogenic stimuli from the mesoderm or the endoderm to give
rise to angioblasts (endothelial progenitor cells). Proteins such
La vias de sefializacion iniciadas a partir de Ias vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast growth
mecanotransduccion convergen en la activacion y expresf@ftor 2 (FGF2), among others, are key factors in the induction
de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS). Esta enzima, 8hthis process. Subsequently, the angioblasts must migrate to
presencia de oxigeno y NADPH, cataliza la sintesis de e birth to primitive vessels, a process that involves attractive

d de | f ion del inoacid and repulsive factors that guide the direction of their migration.
como co-producto de la transformacion del aminoacido I;ﬂ\'dditionally, arterial and venous differentiation regulated

arg!nia a L-citrulina. Existen 3 _isoformas: ne_uronal (Noﬁedgegog signaling pathway, VEGF and Notch are determined
1), inducible (NOS 2) y endotelial (NOS 3), siendo esta Ubefore the start of circulation, suggesting that the endothelial
tima la isoforma de mayor relevancia en la respuesta al esités fate is determined genetically. On the other hand, the
hemodinamico (Luikingt al, 2010). Mdltiples estudios han processes of remodeling and postnatal vascular proliferation are
mostrado que el EF genera un aumento en la activaciég%ﬂerated through the formation of new vessels from pre-existing
expresion de eNOS, produciendo un incremento en ygssels (angiogenesis). The angiogenic factor that induces
biodisponibilidad de NO endotelial (Yarg al, 2001; morphological and functional changes in the endothelial cells is
Rodriguez & Gonzalez). Adicionalmente, se ha demostra oe VEGFA, these vessels acquire the ability to address the new

la via d Aalizacion L inina/NO ; eveloping vessel. One of the main physical stimuli that modify
que la via de senalizacion L-arginin €s necesara pgia growth pattern of the vascular beds is the shear stress, which

elincremento en la expresion de VEGF inducido por ejergs modified by exercise. In this review, the main mechanisms
cio. Se ha observado que la suplementacion alimentariaj@@ived in the physiological regulation of vasculogenesis and
L-arginina incrementa la relacion capilar:fibra (C:F) en elngiogenesis are addressed. Additionally, the mechanisms
musculo soleo y subendocardio del ventriculo izquierdo, dederlying the vascular response induced by shear stress will be
ratas Wistar sometidas a 6 semanas de entrenamiento fisfigcussed, considering its role in establishing patterns of vascular
Asu vez, la expresion de VEGF y eNOS en el msculo solg8gwth-

subendocardio fue mayor en el grupo entrenado y alimen-
y Y grup Y KEY WORDS: Endothelium; Exercise; Physiologic

tado con un suplemento de L-arginina que en aquellos ?\in _ ) . )
L . . ovascularization; Angiogenesis Modulating Agents.
suplementacion; resultados que refuerzan la importancia_de

la ruta L-arginina/NO en la respuesta vascular inducida por
estrés hemodinamico (Suzuki, 2006) (Fig. 2B). REEERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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