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RESUMEN: Los niveles de VEGF y su unión a sus receptores son etapas claves en la regulación de la angiogénesis.  El ácido
acetilsalicílico (AAS), ampliamente utilizado en tratamiento post infarto al miocardio ha mostrado poseer un efecto antiangiogénico en
modelos tumorales.  Este efecto potencialmente contraproducente requiere ser estudiado en miocardio.  El objetivo del presente trabajo
es cuantificar el efecto de AAS y de ácido salicílico (AS) sobre la vascularización en membrana alantocoriónica (MAC) y sobre los
niveles de VEGF-A y VEGFR2 en miocardio de embriones de pollo.  Para ello, treinta fetos de pollo White Leghorn fueron instilados a
los 10 días de gestación con 60 µL de DMSO 0,1 % (control) o conteniendo además 0,3 µmol de AAS o AS.  A las 48 horas se realizó
procesamiento histológico de MAC para recuento de vasos sanguíneos y de tejido cardíaco para cuantificar VEGF-A y VEGFR2 por
inmunohistoquímica.  La inmunorreactividad fue cuantificada mediante Image J. Tanto AAS como AS disminuyeron la densidad
microvascular de MAC. En miocardio, AAS aunque no AS, disminuyó la concentración de VEGFR2. No hubo efecto sobre VEGF-A.
En nuestro modelo experimental, fetos de pollo a los 10 días de gestación también se observó el efecto inhibidor de AAS sobre la
angiogénesis en MAC. La disminución de VEGFR2 en cardiomiocitos sugiere que AAS también afecta la angiogénesis en miocardio
sano, modificando la disponibilidad del receptor a VEGF.  Estos  hallazgos nos permiten postular que AAS podría interferir con la
regeneración de tejido, en situaciones como post infarto al miocardio.
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INTRODUCCIÓN

La angiogénesis corresponde al proceso por el cual
se desarrollan nuevos vasos sanguíneos a partir de otros
preexistentes. Este fenómeno se presenta normalmente du-
rante el desarrollo embrionario, en el crecimiento del orga-
nismo, en la fase proliferativa del ciclo menstrual y durante
la formación de la placenta; además en procesos de cicatri-
zación de las heridas y regeneración de órganos.

Según Hoeben et al. (2004) la angiogénesis se en-
cuentra sujeta a un complejo sistema de control fisiológico
conocido como "balance angiogénico", en el que participan
factores proangiogénicos y antiangiogénicos. Entre los fac-
tores proangiogénicos se encuentran los factores de creci-
miento vascular endotelial (VEGF), los que a través de la
unión a su receptor (VEGFR) modulan la angiogénesis e
incrementan la permeabilidad microvascular.  Dentro de la

familia de los VEGF, el VEGF-A se une a VEGFR1 y a
VEGFR2, dos receptores con actividad tirosina kinasa, ex-
presados por las células endoteliales de la pared vascular.
Molin & Post (2007) reportaron que VEGF-A promueve la
angiogénesis a través de su unión a VEGFR2, iniciando una
cascada de señales que estimulan el crecimiento, la supervi-
vencia y la proliferación de las células del endotelio vascular.
La interacción de VEGF-A con sus receptores es esencial

para establecer un sistema vascular funcional durante la
embriogénesis y al comienzo del desarrollo postnatal e in-
cluso en procesos patológicos como cáncer. Aun cuando
este proceso tiene una actividad fisiológica limitada en los
adultos, se activa y tiene un rol relevante cuando hay proce-
sos de reparación tisular.  Dado esto, es interesante caracte-
rizar agentes que participan en la modulación de este proce-
so de angiogénesis.
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El Ácido Acetilsalicílico (AAS) ha sido ampliamen-
te prescrito como antiagregante plaquetario, antipirético y
antiinflamatorio. Adicional a estos efectos, Khan & Mehta
(2005) demostraron que AAS tiene efectos antiangiogénicos.
Si bien es cierto que es conocida la acción inhibitoria de
AAS sobre las enzimas cicloxigenasas 1 y 2 (COX-1 y COX-
2), impidiendo así la síntesis de prostaglandinas a partir del
ácido araquidónico, el mecanismo por el cual inhibe la
angiogénesis no está totalmente estudiado. Meek et al. (2010)
reportaron que el efecto inhibidor de AAS sobre COX-1 y
COX-2 está mediado por acetilación de un residuo de serina
en el sitio activo.  Complementando esta evidencia,  la
acetilación de COX-2 conduce a la formación de lipoxinas,
potentes inhibidores de la angiogénesis, como lo describe
Fierro (2005). Bolli et al. (2002) aportaron evidencias de
que COX-2 posee un rol cardioprotector, observando que
inhibidores específicos de esta isoenzima aumentan el ries-
go de sufrir accidentes cardiovasculares. Wu et al. (2006)
demostraron que COX-2 juega un papel importante en la
angiogénesis inducida por VEGF a través de p38 y las vías
de activación de la quinasa JNK, sugiriendo que el papel
cardioprotector de la COX-2 puede ser, al menos en parte, a
través de su actividad angiogénica.  

Según Tegeder et al. (2001), el AAS al hidrolizarse en
medio acuoso o al ser metabolizado por esterasas genera áci-
do acético y ácido salicílico (AS). Este último también tiene
efecto antiangiogénico pero su mecanismo de acción parece
tener diferencias con el de AAS ya que no inhibe a COX.

Resultados concluyentes de la acción de AAS sobre
la angiogénesis han sido demostrados por muchos investi-
gadores en modelos tumorales como lo indican Zhang et al.
(2013); sin embargo, a la fecha no se han descrito efectos
antiangiogénicos en el miocardio sano.  En el presente tra-
bajo nos propusimos estudiar el posible efecto inhibidor de
AAS sobre la expresión de VEGF-A y su receptor en
cardiomiocito de pollo durante el desarrollo fetal, con el
objeto de comprender el mecanismo por el cual AAS inter-
fiere en la formación de vasos sanguíneos.

MATERIAL Y MÉTODO

Aplicación de AAS y AS.  Se utilizaron 30 huevos de pollo
de raza White Leghorn embrionados, incubados con aire
humedecido en una cámara a 37 ºC, para analizar la capaci-
dad angiogénica, de acuerdo a lo descrito previamente por
Córdova et al. (2016). Brevemente, a las 48 horas de
incubación se perforó cada huevo y se extrajo aproximada-
mente 2 mL de albúmina con ayuda de una pipeta Pasteur.
Se desinfectó la zona con una solución de alcohol yodado y

se tapó con cinta adhesiva. Luego se abrió a nivel dorsal
una ventana de 2,5 cm de ancho por 2 cm de alto.  Todo este
proceso se hizo de manera estéril.

Se distribuyeron los huevos de manera aleatoria en
tres grupos de 10 unidades cada uno.  A los 8 días de
incubación, se implantó en la membrana alantocoriónica
(MAC) de cada uno, un filtro de metilcelulosa impregnado
con fármacos disueltos en 60 µL de DMSO 0,1 %.

A las 48 horas post-aplicación de la solución a estu-
diar, se realizó una toracotomía para extraer el corazón de
los fetos de pollo, previa disección de los vasos sanguíneos
que se comunican con este órgano. Paralelamente, se extra-
jo trozos de MAC de cada huevo.  Las muestras obtenidas
fueron fijadas en formalina tamponada pH 7,0 al 10 % por 7
días. Luego se realizó el procesamiento histológico necesa-
rio para obtener cortes de 5 µm de espesor.

Este procedimiento se llevó a cabo de acuerdo a lo
descrito en el protocolo de bioética de la Facultad de Medi-
cina de la Universidad de Chile.

Cuantificación de la densidad micro vascular en la MAC.
Se contaron los vasos sanguíneos de cada membrana, me-
diante un microscopio óptico de acuerdo a lo descrito pre-
viamente Córdova et al. Del total de 10 membranas obteni-
das por cada grupo, se analizaron 50 campos con un aumen-
to de 400x (4 a 6 campos por membrana).  El microscopio
tiene incorporada una rejilla de 90.000 µm2, dividida en 100
secciones. Se analizaron 10 de estas secciones, lo que co-
rresponde a 9000 µm2 por cada campo.  Dos examinadores
realizaron recuento ciego, sin conocer el grupo al que perte-
necía cada MAC.  Los resultados se expresan como N° de
vasos sanguíneos/9000 µm2.

Cuantificación de VEGF-A y de VEGFR2. Cortes seriados
de miocardio de fetos de pollo, 5 cortes por cada corazón,
previamente desparafinados e hidratados, fueron recupera-
dos antigénicamente por incubación por 30 minutos en so-
lución Dako Target Retrieval®. Luego fueron tratados con
Peróxido de Hidrógeno al 3 % en Metanol por 10 minutos.
Los cortes fueron incubados toda la noche a 4 °C con  Anti-
cuerpo anti VEGF-A (1:200) o con Anticuerpo anti VEGFR2
(1:200). Finalmente, fueron revelados usando el kit
Histostain-Plus IHC Kit, HRP, Broad Spectrum®
(Invitrogen, Camarillo, CA, USA). Los 5 cortes de cada
corazón fueron visualizados a 400x en un microscopio ópti-
co equipado con cámara Moticam 5000 y se cuantificó la
immunoreactividad en 50 imágenes por cada grupo experi-
mental, mediante el programa Image-J (NIH, USA), según
condiciones descritas previamente por Fernández et al.
(2014). El recuento de cada dato-imagen fue normalizado,
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calculando el nivel de expresión en cada imagen con respecto
al  promedio obtenido en las imágenes del grupo control.

Análisis estadístico. Los resultados se expresaron como pro-
medio ± error estándar.  La comparación entre grupos expe-
rimentales se realizó por análisis de varianza (ANOVA), con
prueba de Tukey mediante el software Graph Pad Prism 5.
Se consideró diferencia significativa para valores de p<0,05.

RESULTADOS

Cuantificación de la densidad micro vascular en MAC. La
cantidad de vasos sanguíneos en membrana alantocoriónica
fue diferente según el tratamiento recibido (Fig. 1a). Tanto en
el grupo tratado con AS como en el tratado con AAS, la canti-
dad de vasos sanguíneos en 9000 µm2 fue menor que en el
grupo control (p= 0,0130 y p<0,0001, respectivamente) (Fig.
1b). Comparando el efecto de ambos tratamientos, el de AAS
fue mayor que el de AS (p=0,0052).

Cuantificación de la expresión de VEGF-A. La expresión
de VEGF-A en el miocardio de fetos de pollo bajo el trata-

miento con AS y AAS, se muestra en la Figura 2. Se obser-
va de manera homogénea la expresión de VEGF-A en los
cardiomiocitos, a nivel citoplasmático (Fig. 2a). Para el grupo
control, el nivel de expresión normalizada fue 0,997±0,082.
No encontramos efecto de ninguno de los tratamientos, al
compararlos con el grupo control.  En el grupo tratado con
AS, se obtuvo un nivel de expresión de 1,150±0,052 y en el
grupo tratado con AAS, 0,921±0,053.  Al comparar los dos
tratamientos observamos que los cortes de miocardio de fetos
tratados con AAS expresan menos VEGF-A que los de los
tratados con AS (p=0,001) (Fig. 2b).

Cuantificación de la expresión de VEGFR2. El efecto del
tratamiento con AS y AAS sobre los fetos de pollo en la
expresión de VEGFR2 se muestra en la Figura 3. El patrón
de expresión de VEGFR2 es homogéneo en el grupo con-
trol, mientras que en los grupos tratados con AS y AAS se
observa una inmunoreactividad concentrada en ciertos gru-
pos celulares (Fig. 3a). El valor normalizado para el grupo
control fue de 1,003±0,098.  En el grupo tratado con AS, se
obtuvo un nivel de expresión de 0,853±0,060 y en el grupo
tratado con AAS, 0,752±0,070.  Dado esto, el tratamiento
con AAS disminuyó la expresión de VEGFR2, (p=0,0204)
mientras que el AS no tuvo efecto (Fig. 3b).

Fig. 1. Cuantificación de densidad microvascular en
MAC. Datos expresados como número de vasos en
9000 mm2 (*:p=0.0130, **:p=0.0052, ***:p<0,0001).
La barra negra indica una distancia de 100 µm
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Fig. 2. Expresión de VEGF-A en miocardio de pollo.

A) Secciones representativas de miocardio de fetos de pollos de
12 días que muestran la presencia de VEGF-A mediante
inmunohistoquímica.  Las barras de cada imagen representan 100
µm.

B) Cuantificación del nivel de expresión de VEGF-A.  Los datos
se normalizaron con respecto al grupo control, como se explica en
Métodos.  (ns: no hay diferencia entre grupos; **:p=0.001).

Fig. 3. Expresión de VEGFR2 en miocardio de pollo

A) Secciones representativas de miocardio de fetos de pollos de
12 días que muestran la presencia de VEGFR2 mediante
inmunohistoquímica.  Las barras de cada imagen representan 100
µm.

B) Cuantificación del nivel de expresión de VEGFR2.  Los datos
se normalizaron con respecto al grupo control, como se explica en
Métodos.  (ns: no hay diferencia entre grupos; *p=0.0204)
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DISCUSIÓN

Propusimos que AAS disminuye la expresión de
VEGF-A y de su receptor (VEGFR2), como un posible
mecanismo por el cual ejerce su efecto antiangiogénico.
Tanto AAS como AS mostraron tener un efecto inhibito-
rio sobre la angiogénesis, observado por la disminución
de la densidad microvascular en la MAC de pollo.
Adicionalmente, el AAS disminuyó la expresión de
VEGFR2 en el miocardio de estos fetos, aunque no tuvo
efecto sobre la expresión de su ligando, VEGF-A. Estos
resultados sientan las bases para postular que la modula-
ción de la expresión de VEGFR2 forma parte del meca-
nismo de acción del AAS sobre la inhibición de la
angiogénesis.

La aplicación de 0,3 µmol de AAS disminuyó la
densidad microvascular en ensayo de MAC.  Este efecto
antiangiogénico de AAS está de acuerdo a lo reportado
por nuestro grupo previamente por Córdova et al. y otros
investigadores; Khan & Mehta muestran que AAS dismi-
nuye la proliferación de células endoteliales, evento críti-
co para la angiogénesis.  ATL-1, análogo sintético de
lipoxina A4, inhibe la adhesión de las células endoteliales,
la actividad de las metaloproteinasas de matriz in vitro y
además, la densidad vascular estudiada in vivo en un mo-
delo murino de burbuja de aire subcutánea (air pouch)
granulomatoso crónico, según lo descrito por Cezar-de-
Mello et al. (2008) y Fierro et al. (2002). Por otra parte,
Salvado et al. (2013) reportaron que AAS, al inhibir la
síntesis de PGE2, inhibe la angiogénesis inducida por
catelicidina LL-37, en células endoteliales humanas tanto
in vitro como in vivo. Recientemente, Dai et al. (2017)
observaron que AAS disminuye la angiogénesis tanto en
embriones de pollo como en modelos tumorales y que este
efecto es mediado por inhibición de la actividad enzimática
de heparanasa.  Esta enzima degrada al proteoglicano de
cadenas de heparansulfato permitiendo una mayor dispo-
nibilidad de VEGF en el microambiente celular.
Interesantemente, encontraron que AS y AAS inhiben a
esta enzima en concentraciones similares.  En su conjun-
to, estos hallazgos presentan evidencias de que AAS ejer-
ce un efecto antiangiogénico al menos a través de dos
mecanismos, uno de ellos independiente de COX.

No encontramos disminución de la expresión de
VEGF-A en los cardiomiocitos de fetos de pollo como res-
puesta al tratamiento de 0,3 µmol de AAS.  Este resultado
se suma a  reportes contradictorios en relación a la inhibi-
ción de  la expresión y actividad de VEGF mediada por
este fármaco.  AAS disminuye la expresión de VEGF-A
en modelos de sarcoma según lo reportado por Zhang et

al. y también en hepatocarcinoma murino de acuerdo a lo
descrito por Zhao et al. (2016). Sin embargo, Dai et al.
muestran que AAS disminuye la liberación de VEGF sólo
en algunas de las líneas tumorales que estudiaron.  Más
aún, Escribano et al. (2004) no observaron cambio en la
concentración de VEGF en tejido colónico después de
administración de AAS 10 mg/kg por 7 semanas.

La aplicación de 0,3 µmol de AAS disminuyó la ex-
presión de VEGFR2. Escribano et al. observaron que el tra-
tamiento con AAS 10 mg/kg disminuye la expresión de
VEGFR2. Sin duda, la disminución de la presencia de
VEGFR2 debida a la acción de AAS aún en las dosis usa-
das en nuestro trabajo, permite postular que AAS ejerce un
efecto antiangiogénico a través de una menor disponibili-
dad del receptor aun cuando no modifique los niveles del
ligando.  Esta evidencia apoya la idea de que AAS ejerce su
rol antiangiogénico alterando más de un factor involucrado.

La aplicación de 0,3 µmol de AS disminuye la den-
sidad vascular en el ensayo de MAC de pollo, lo que con-
cuerda con lo descrito previamente por nuestro grupo y
otros investigadores. Borthwick et al. (2006), trabajando
con cultivos de línea de células inmortalizadas, compro-
baron que AS reduce la viabilidad celular y promueve la
apoptosis de células endoteliales, además de reducir la ra-
mificación de las formaciones tubulares.  En nuestro estu-
dio, AAS y AS tuvieron efecto similar sobre la densidad
vascular y la concentración de VEGF; sin embargo, a di-
ferencia de la acción inhibitoria de AAS en los niveles de
VEGFR2, AS no tuvo efecto. Estos resultados nos per-
miten postular que AS podría ejercer su efecto
antiangiogénico por una vía independiente de VEGFR2.

La administración de AAS post infarto al miocardio
(IM) es el tratamiento convencional para prevenir la agre-
gación plaquetaria.  Nuestros resultados apuntan a que se
estaría generando una contradicción fundamental al utili-
zar el AAS como antiagregante plaquetario, porque a su
vez tiene un efecto antiangiogénico, dificultando la
reperfusión adecuada del tejido infartado.  Esta idea se ve
reafirmada por Chung et al. (2002) y Gerrah et al. (2004).

Por lo tanto, es necesario explorar alternativas te-
rapéuticas que eviten la agregación plaquetaria luego de
ocurrido un infarto, sin afectar el proceso de angiogénesis
como lo reportan Smadja et al. (2012), que es tan necesa-
rio en este proceso.  En conclusión, AAS disminuye los
niveles de VEGFR2 en miocardio y la densidad
microvascular en MAC de pollo.  Estos resultados apor-
tan al conocimiento del efecto antiangiogénico que posee
el AAS en dosis farmacológicas, lo que podría tener im-
plicancia en el tratamiento inicial post infarto.
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SUMMARY:  The VEGF levels and its binding to its
receptors are key stages in the regulation of angiogenesis.
Acetylsalicylic acid (ASA), widely used in post-myocardial
infarction treatment, has been shown to have an anti-angiogenic effect
in tumor models. This potentially counterproductive effect requires
to be studied in myocardium. The aim of this study is to quantify the
effect of ASA and salicylic acid (SA) on the vascularization in chick
allantochorionic membrane (CAM) and on the levels of VEGF-A
and VEGFR2 in myocardium of chicken embryos. Thirty White
Leghorn chicken fetuses were instilled at 10 days of gestation with
60 mL of 0.1 % DMSO (control) or also containing 0.3 mmol of
ASA or SA. After 48 hours, CAM histological processing was
performed to count blood vessels and heart tissue to quantify VEGF-
A and VEGFR2 by immunohistochemistry. Immunoreactivity was
quantified by Image J. Both ASA and SA decreased CAM
microvascular density. In myocardium, AAS, although not SA,
decreased the concentration of VEGFR2. There was no effect on
VEGF-A. In our experimental model, chicken fetuses at 10 days of
gestation, the inhibitory effect of ASA on angiogenesis in CAM were
also observed. The decrease in VEGFR2 in cardiomyocytes suggests
that ASA also affects angiogenesis in healthy myocardium, modifying
the availability of the receptor to VEGF. These findings allow us to
postulate that ASA could interfere with tissue regeneration, when it
is required, as post myocardial infarction.

KEY WORDS: Aspirin; Heart; VEGF receptor;
Angiogenesis.
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