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RESUMEN: La accion antiangiogénica de los inhibidores del receptor de angiotensina Il (ARA II), ha sido documentada
previamente, sin embargo, no ha sido descrita la relacion entre angiogénesis e inhibidores directos de la renina (Qfs), los cu
participan regulando el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). El objetivo fue demostrar el efecto antiangalginienale
un DRI, en membranas alantocoriénicas (MAC) de pollo, para lo cual fueron instilados aliskireno y enalapril sobre MAGasn distin
concentraciones para realizar su comparacion posterior. En secciones histoldgicas seriadas se registré el nimero déngasos sangu
presentes en 90Q0n2 bajo microscopio de luz a maximo aumento, y se realiz6 analisis estadistico utilizando ANOVAYy el test de Tukey
para demostrar posibles diferencias. Los receptores tratados con aliskireno, en ambas concentraciones utilizadas, meeentaron m
densidad vascular, en comparacion con los controles, siendo ésta estadisticamente significativa a mayor concentracidorenAliskire
concentraciones altas tiene un efecto antiangiogénico en un modelo experimental de MAC. Este hallazgo plantea la netesidad de e
dios posteriores, dada la proyeccion que podria tener el uso inhibidores directos de la renina. A partir de estos egsodtdd @ rssar
en la factibilidad del uso de aliskireno para la modulacion de la angiogénesis en diversas enfermedades cronicas nesransmisibl
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INTRODUCCION

La angiogénesis es definida como la neoformacidie| endotelio vascular, aumentando su permeabilidad de di-
de vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes (Schjgiffas maneras; aumentando el transporte intracelular a tra-
& Carmeliet, 2010). Durante este complejo fendmeno se &gs de organelos y vesiculas y reorganizando las uniones
tablece: proliferacion y migracion celular, reclutamiento ceadherina/catenina deshaciendo las uniones estrechas
lular, activacion de diversas moléculas (de adhesion Celulﬁﬁ:,erce““ares (Bates’ 2010), ademas de estimular la produc-
interleuquinas, factores de crecimiento, etc.) y activaciion de activadores del plasminégeno y sus inhibidores

de multiples vias de sefiales celulares (Santulli, 2013). @lepper, 1997), asi como de colagenasa intersticial (Arvelo
regulador angiogénico mas relevante es el factor de cregicotte, 2006).

miento vascular endotelial tipo A (VEGF-A) (Gavadasl.,

2013). Esta citoquina es expresada fisiologicamnete en teji-  E| sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
dos tales como placenta y cuerpo llteo, y se une a dosgguna cascada enzimatica compleja, que se activa sea fren-
ceptores con actividad tirosina kinasa: VEGFR-1 ¥ 3 una disminucién de la presion arterial o de los niveles
VEGFR-2, siendo este ultimo el mas importante en su age sodio en los tbulos renales (Fee#al, 2014). Se ini-

cion, aun cuando VEGF-A se une con una afinidad 50 vecgg con la formacion de renina por las células del aparato
mayor al primero (Goel & Mercurio, 2013). La accion dguyxtaglomerular del rifién, la que al ser liberada al torrente
VEGF-A se lleva a cabo principalmente sobre las célulagnguineo, cataliza la transformacion del angiotensinégeno,

Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo. Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile.
Departamento de Ciencias Morfolégicas, Facultad de Ciencia, Universidad San Sebastian, Santiago, Chile.
Unidad de Morfologia, Departamento de Ciencias Basicas Biomédicas, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidadhitie Talca, C
* Programa de Doctorado en Ciencias Morfolégicas, Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.
""" Becario CONICYT-PCHA/Doctorado Nacional/2015-21150235.

1191



DE LA FUENTE, E. R.; ROSAS, C. C.; FUENZALIDA, B. M.; RODRIGUEZ, B. H. ; ROA, |. & LEMUS, A. D. Efecto del aliskireno sobre la angiogénesis en modelo de membrana
alantocorionica (MAC) de polldnt. J. Morphol., 34(4)1191-1196, 2016.

producido en el higado, en angiotensina |, la que a su WMATERIAL Y METODO

es transformada en angiotensina Il, por accion de la enzi-

ma convertidora de angiotensina (ACE), a nivel pulmonar.

La angiotensina |l se une a dos receptores principales, de-  Se utilizaron 90 huevos de pollo White Leghorn ferti-

nominados receptores de angiotensina Il tipo 1 (AT1)lizados, obtenidos del Instituto de Salud Publica (ISP), Chile,

tipo 2 (AT2). La unién de angiotensina Il a AT1 estimuldos que fueron lavados con un algodén embebido en agua des-

la producciéon en la corteza suprarrenal de aldosteronitada, desinfectados con alcohol yodado y marcados en su

mineralocorticoide que produce reabsorcidon de aguasyperficie superior, para ser ubicados en bandejas en posicion

sodio en los tubulos renales, aumentando de este mbdazontal para que el blastodisco se ubique en posicién dor-

tanto el volumen intravascular como el volumen minut@al y mantenidos en camara de incubacion esterilizada a una

Si bien no se conoce con certeza la accion del recep@mnperatura de 37,8 °C en una atmdésfera humidificada.

AT2, tendria una accion opuesta a AT1. La accioén

angiogénica de angiotensina Il conlleva una transactivacion  En el dia 3, la superficie superior del huevo fue perfo-

del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGRada de él extraidos 2 ml de albamina, de modo que la MAC

que a su vez involucra una fosforilacion del recept@n desarrollo se separara de la cascara. Posteriormente esta

VEGFR-1 (Ferrara & Kerbel, 2005). fue cerrada con papel celofan y se abrié una segunda ventana
de 2,5 x 2 cm en la marca previamente sefialada, exponiéndo-

Actualmente, se sabe que en el SRAA existe otsa los vasos sanguineos subyacentes. Las burbujas generadas

via, en que participan el heptapéptido angiotensina (1& partir de la succion de albamina fueron eliminadas segin lo

(Hardinget al, 1992; Santost al, 2003) y el homologo descrito por Toledet al. (2010). Finalmente, se sell6 la ven-

de enzima convertidora de angiotensina denominatima con cinta adhesiva transparente y los receptores fueron

ACE2. La formacion de angiotensina (1-7) se da princilevueltos a la incubadora, donde permanecieron una semana.

palmente mediante la accién de ACE2 sobre angiotensivgartir de este momento, los receptores fueron permanente-

I, (Vickerset al, 2002). Se ha descrito también la uniémente monitoreados, con el fin de retirar aquéllos que no so-

de angiotensina (1-7) al receptor asociado a proteinabf&vivieron o que no se desarrollaron.

Mas, por lo que su accién es independiente de la union a

los receptores AT1 o AT2. De este modo, se tienen dos Al dia 10, fue instalado de un disco de metilcelulosa

ejes en el SRAA: ACE/angiotensina II/AT1 y ACE2/(Millipore™) de 5 mm de diametro, esterilizado, sobre la su-

angiotensina (1-7)/Mas. perficie de la MAC, en la cual se instilaron las siguientes so-
luciones: Grupo Control (n=12): agua bidestilada; Grupo 1

El eje ACE2/angiotensina (1-7)/Mas tiene un efectth=14): agua bidestilada + enalapril 2,08; Grupo 2 (n=14):

tanto antiangiogénico como antiproliferativo, o que se dagua bidestilada + enalapril 8,{il®; Grupo 3 (n=16): agua

beria a una inhibicién tanto en la fosforilacion de ERK comuaidestilada + aliskireno 54, 31M; Grupo 4 (n=16): agua

en la activacion de COX-2, ambas moléculas involucradbilestilada + aliskireno 108, 7¢M.

en procesos de proliferacion celular (Passos-Sitval.,

2013). Asimismo, se ha observado que angiotensina (1-7) Al dia 13, se removieron las MAC y fijadas en

regula negativamente la actividad angiogénica de las céfarmalina al 10 % durante 24 horas, posteriormente lavadas

las endoteliales (Calnan & Brunet, 2008). con agua (Micheét al, 2011) y tefiidas con Hematoxilina-
Eosina (H-E).
Los inhibidores directos de renina (DRI, del inglés
Direct Renin Inhibitors) producen un bloqueo completo Se determiné la densidad microvascular, contando la

del SRAA, evitando efectos colaterales como el aumerttmalidad de vasos sanguineos por 9068 (30 um x 300
compensatorio en los niveles de angiotensina Il, o el qus), en un microscopio éptico PrimoStar (Carl Zeiss,
mento en la actividad de la renina plasmatica. El DRI mé&ttingen, Germany), con un aumento de 400x y ocular ubi-
importante es el aliskireno, farmaco autorizado por la FD#&ado a una distancia de 0@ del filtro. Se efectuaron conteos
para el tratamiento de la hipertensién en 2007 (Morales cada uno de los grupos de trabajo, obteniéndose valores
Olivas & Yago, 2009). muestrales del numero de capilares sanguineos (Ferrgindez
al., 2014; Rosast al,, 2014).

No existe literatura que describa la respuesta
angiogdica en vasos sanguineos, luego de la administra-  El andlisis estadistico se realiz6 a través de ANOVA
cion directa de un DRI. El objetivo el presente estudio fule una via con Test de Tukey. Se consider6 estadisticamente
describir la accion directa de aliskireno sobre la angiogénesignificativo un P-value < 0,05. Para la realizacion dgtés
en un modelo in vitro de membrana alantocoriénica (MACjicos se utilizé el programa Graph Pad Pfign
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RESULTADOS

Del total inicial de 90 receptores, solo 66 fueron uti-
lizados para el analisis debido a pérdidas durante los ensa-
yos. Finalmente los grupos quedaron distribuidos de la si-
guiente forma: Grupo Control (n=12), Grupo 1 (n=12), Gru-
po 2 (n=12), Grupo 3 (n=16) y Grupo 4 (n=14).

A54.37 uM A 108.74 uM Control
Muestra La administracion de aliskireno en las concentracio-
Fig. 1. Aliskireno disminuye la densidad microvascular. La dife- nes utilizadas, produjo inhibicion de la
rencia es estadisticamente significativa solo a la concentracién angiogénesis en modelos de MAC, siendo

maxima estudiada.

30 um. Contral 30 um. A 10874 M.

S < ST PR TP
ie e ) = o s B
Fig. 2. MAC de pollo, Grupo Control y Grupo 4 (agua bidesti

" ek 3

este efecto estadisticamente significativo res-
pecto a los controles solo en aquellos sujetos

. instilados con alta concentracion de este far-
maco (P < 0,05) (Fig. 1).

Como consecuencia de lo anterior, se
observ6 también, en huevos receptores de
aliskireno en altas concentraciones, una me-
. nor migraciéon de vasos sanguineos

: A neoformados hacia el corion, en relacién a los
lada + aliskiremontroles (Fig. 2).

108,74uM), en donde se aprecia una caida en la migracion de vasos sanguineos de
neoformacion hacia el corion (flechas). EC: Epitelio coriénico, ME: Tejido Por su parte la administracion de

mesenquimético, EA: Epitelio alantoides. H/E. Tamafio bargan80

Densidad microvascular comparada
*

H

p-value: 0,05
10,76 1151

=

991

2

Nimero de vasos/9000 um?*
s -

[
E2.03uM E8.12uM Control

Barrasindican evror estindar Muestra

Fig. 3. Enalapril aumenta la densidad microvascular. La diferenc

es estadisticamente significativa solo a la mayor concentracion
maxima estudiada.

enalapril en las concentraciones estudiadas,
produjo un efecto proangiogénico en modelos
de MAC de pollo, encontrandose diferencia
estadisticamente significativa en relacién a los
controles solo en aquellos sujetos que recibie-
ron este farmaco en la concentracion maxima
utilizada (P < 0,05) (Fig. 3).

DISCUSION

1a

En relacion al efecto de aliskireno
sobre la angiogénesis, la accion inhibitoria
observada es estadisticamente significativa
solo al administrarse en la mayor concentra-
cion utilizada. Este hallazgo contradice los
primeros trabajos descritos en la literatura,
gue sefalan al aliskireno como un regulador
positivo de fenébmenos proangiogénicos en
modelos de ratas (Péskal, 2010; Rusait
al., 2011). Sin embargo, ademas de las dife-
rencias metodoldgicas, dichos estudios se
s a basaron en parametros indirectos para eva-

Fig. 4. MAC de bollb, G-rupo Control y Grupo 2 (agua bidestilada + enalapril 8&5ir la actividad angiogénica, tales como el

UM) en donde se ve una mayor migracion de vasos sanguineos de neoformgﬂ‘ilgﬂer? dg ceIuIa; po_S|t!vas para e_l VE_G[_:R'
hacia el corion (flechas). EC: Epitelio coridnico; ME: Tejido mesenquimatico, EA: O el indice angiopoietina 1/ angiopoietina

Epitelio alantoideo. H/E. Tamafio barra|89.

2. Asi como los resultados de Chaatgal.
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(2015), los cuales relataron que aliskireno induce neenzimas llamadas calicreinas, presentes en diversos sitios,
vasculogénesis dosis dependiente a través de mecanistates como el pancreas, prostata o piel. Existen dos recep-
relacionados VEGF/SDFeden un modelo de ratones dia-tores para bradiquininas, B1 y B2, siendo este ultimo el
béticos. Resultados similares a los encontrados pmas importante en condiciones fisiolégicas (Yazeain,
Desjarlaiset al (2105), en donde aliskireno ademag011), mientras que B1 se expresa en condiciones patol6-
incrementé la cantidad y actividad de las célulagicas tales como inflamacion o dafio tisular. En relaciéon
progenitoras endoteliales derivadas de médula 6sea. lcos la angiogénesis, la union de bradiquininas a sus re-
resultados obtenidos en el presente estudio confirmanckptores, principalmente B2, estimula la accién de la en-
hipoétesis de trabajo relativa al rol antiangiogénico dama 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS), y con ello,
aliskireno, lo que si es consistente para lo descrito previaliberacién de 6xido nitrico (NO), molécula que favore-
mente en relacién a la accion de los ARA I, con la consee tanto la secreciéon de VEGF como la expresion del
cuente inhibicién del SRAA. Una posible explicacion esyEFGR-2 (Liet al, 2008). Por lo tanto, el aumento de la
taria dada por una mayor sensibilidad del eje ACBhgiogénesis observada en los huevos tratados con
angiotensina IlI/AT1 a la inhibicién, lo que generaria uanalapril se deberia a su accion inhibitoria de la ACE, re-
predominio relativo de la accion del eje ACE2/angiotensirsultando una acumulacion de bradiquininas y una mayor
(1-7)/Mas, con lo que se tendria un desbalance que finadigracion y proliferacion de células endoteliales por ac-
mente desencadene una menor generacion de citoquinagy del NO.
factores de crecimiento, lo que se asocia a una menor mi-
gracion y proliferaciéon celular. Por otra parte, se tendria El modelo de MAC fue elegido por ser econémi-
ademas un cese en la inhibicién de factores de transcip; no invasivo, facil de mantener en un ambiente esterili-
cion involucrados con la apoptosis. De este modo, se teado, no requerir periodos prolongados de tiempo, pre-
dria finalmente el menor nimero de vasos observado. Esntar una alta tasa de sobrevida (en esta experiencia, su-
tos resultados podrian permitir plantear futuras aplicaciperior al 80 %) y ser facilmente reproducible. Ademas, al
nes terapéuticas para este farmaco en diversas patologi@sajar sobre organismos con un sistema inmune inma-
que cursan con angiogénesis (dermatoldgicaduyro, se descarta la posibilidad de una reaccién de recha-
reumatolégicas), o bien incentivar su uso como factor proe, ya que la instalacién de los discos de metilcelulosay la
tector (en el caso de la patologia tumoral), sin embargo,isstilaciéon de farmacos se realizan al décimo dia de desa-
administracion debe ser supervisada por el profesionatrallo, mientras que los linfocitos B, primeras células in-
cargo, ya que en la actualidad se sabe que su uso asocmdnes en aparecer, no son detectados antes del dia 11
a farmacos tales como inhibidores de la enzim@anse & Jeurissen, 1991). Entre sus desventajas, se tiene
convertidora de angiotensina (IECA) o antagonistas dalpresencia de un fenémeno inflamatorio inespecifico aso-
receptor de angiotensina Il (ARA 1) puede ser deletérea@mdo a la instalacion del filtro, que produce un aumento
largo plazo en pacientes de alto riesgo cardiovascular, ¢ el nimero de vasos sanguineos locales que pueden
les como portadores de hipertension arterial y diabetasplificar falsamente el efecto angiogénico observado. Sin
concomitante con enfermedad renal cronica moderad&mbargo, este fendmeno se da en todos los sujetos de es-
grave (Parvingt al, 2012), o con antecedentes de sindrdudio, por o que se elimina un posible sesgo. Por otra par-
me coronario agudo reciente (Scirataal, 2010). te, el aumento en el nimero de vasos sanguineos puede
deberse en realidad a reordenamiento de vasos sanguineos
Respecto al enalapril, un IECA, se obtuvo un efega presentes, y no a neoformacion. Nuevamente, la ocu-
to proangiogénico, el que solo es significativo al adminisrencia de este proceso en todos los sujetos ayuda a limitar
trarse en alta concentracién. Se ha documentado la ralbposible sesgo. Otra dificultad la constituia la instilacion
cion entre enalapril y angiogénesis, identificandolo conate enalapril, farmaco ingerido por el ser humano como
un regulador tanto negativo (Kiet al., 2009) como posi- profarmaco, a diferencia de aliskireno, que se administra
tivo (Sanchez de Miguel al, 2008), en modelos experi- como principio activo. Sin embargo, en el embrién de po-
mentales. Nuevamente se sefialan las diferencilés ya en la primera semana se tiene un sistema digestivo
metodoldgicas al compararlos con este estudio. Una pdsincional, con un higado capaz de metabolizar el
ble explicacién para los resultados obtenidos podria grofarmaco administrado, tal como sucede en el ser hu-
contrarse en una propiedad de la ACE no relacionada aoano.
el SRAA: esta enzima cataliza no solo la conversiéon de
angiotensina | en angiotensina Il, sino también la degra- Al elegir las concentraciones utilizadas para cada
dacion de bradiquininas en péptidos inactivos. Ldarmaco, se tuvo como referencia las concentraciones
bradiquininas son péptidos fisiol6gicos producidos a paproximadas de cada farmaco al ser ingeridas dentro de
tir de precursores llamados quininégenos por accién des respectivos rangos terapéuticos en la practica clinica
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habitual en humanos. Si bien no es posible que el modelo  En suma, el presente trabajo confirma la hipétesis
de MAC replique con exactitud la ingesta de humanganteada respecto al efecto antiangiogénico de aliskireno
adultos, se espera que las dosis administradas se acerguenn modelo de facil acceso que ha demostrado ser sim-
a las utilizadas en la practica terapéutica. El uso de sgle, replicable y valido. Los resultados obtenidos abren la
dos concenti@ones no permite establecer patron algunguerta a nuevas lineas de investigacion que permitan dilu-
sea éste lineal, exponencial, en “U”, o de otro tipo, que releidar, entre otros aspectos, los mecanismos subyacentes y
cione dosis y efecto. Sin embargo, éste no constituia un ¢dis proyecciones que la interaccion entre aliskireno y
jetivo del presente trabajo, por lo que se requieren nuevarsgiogénesis pueda ofrecer en relacion a la terapéutica en
estudios destinados a esta finalidad. seres humanos.

DE LAFUENTE, E. R.; ROSAS, C. C.; FUENZALIDA, B. M.; RODRIGUEZ, B. H. ; ROA, I. & LEMUS, A. D. Effect of aliskiren
on angiogenesis in chick embryo chorioallantoic membrane (CAM) dasay. Morphol., 34(3)1191-1196, 2016.

SUMMARY: 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 hal desbeleadyve
To assess the antiangiogenic effect of aliskiren, a direct renin inhibitor, on chick embryo chorioallantoic membrane (§AM) assa
Aliskiren and enalapril were instilled in different concentrations and compared. In serial histological sections, the nblobér of
vessels per 9000m? area under observation through optical microscope using maximum zoom, was registered. Statistical analysis using
Anova and Tukey test in order to show possible differences, was performed. Receptors treated with aliskiren presentexdilawer vas
density, which was statistically significant when a higher concentration was administered. High concentrations of aliskaen hav
antiangiogenic effect on CAM assay. This finding means further studies are needed, because of the usefulness diredgtaenin inhib
could have. These results, also, might enhance the possibility of using aliskiren for regulating angiogenesis in the wontext of
transmissible chronic diseases.

KEY WORDS: Angiogenesis; Chorioallantoic membrane; Aliskiren; Enalapril.
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