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RESUMEN: La angiogénesis es el proceso de formacion de vasos sanguineos a partir de otros formados previamente. Existen
varios factores que estdn involucrados en el proceso, asi como agentes capaces de modular distintas etapas de esta. Si bien, se ha
observado que Celecoxib es capaz de inhibir la angiogénesis en distintos modelos, ain no se ha observado la potencial capacidad
antiangiogénica de este agente cuando es microencapsulado en PLGA. Se incubaron huevos fertilizados y a las 48 horas se dividieron en
4 grupos para ser instilados con PBS (control), PLGA, Celecoxib 1000 ppm o Celecoxib 1000 ppm + PLGA. Se realizé un conteo de los
vasos sanguineos a las 48, 72 y 96 horas post aplicacion de la solucién a estudiar. Los resultados muestran que tanto Celecoxib como
Celecoxib+PLGA reducen los vasos sanguineos, manteniendo el mismo efecto a las 48, 72 y 96 horas y no existen diferencias significa-
tivas entre los dos tratamientos. Esto podria ser explicado por la concentraciéon de Celecoxib usada o el margen de tiempo analizado,

pudiendo encontrarse diferencias posteriores a este rango de tiempo o con concentraciones distintas.
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INTRODUCCION

La angiogénesis es un proceso fisiolégico que indu-
ce la formacién de vasos sanguineos a partir de otros
preexistentes. Es un proceso activo durante el periodo em-
brionario y en la reparacién de heridas, presentdndose ade-
mads en patologias como la artritis reumatoide, la retinopatia
diabética y el cancer (Mukwaya et al., 2021).

Los procesos celulares que culminan con el desarro-
llo de vasos se inician con la degradacién de la membrana
basal, proliferacién de células endoteliales y reclutamiento
de células circulantes para la formacion de estos vasos. Es-
tas células migran mientras proliferan hacia la zona de in-
duccién de angiogénesis; luego se tubularizan y se restituye
la membrana basal para restablecer nuevamente el flujo san-
guineo (Folkman, 1990; Folkman & Shing, 1992).

La angiogénesis se encuentra regulada por una serie
de factores como la Familia del Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial (VEGF), Angiopoyetinas, Factor de Cre-
cimiento Transformante (TGF), Factor de Necrosis Tumoral
alfa (TNF- o), Interleukinas y varios miembros de la fami-
lia del Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF) (Carmeliet,
2000), ademds de muchos otros que controlan e influencian
la angiogénesis, incluyendo factores solubles del crecimien-
to, proteinas relacionadas a membrana, interacciones célula-
membrana basal e interacciones célula-célula. Entre otros sis-
temas de interaccion celular, un ejemplo importante son las
interacciones Notch, las cuales actiian como un factor supre-
sor del proceso angiogénico (Ziyad & Iruela-Arispe, 2011).

Por otro lado, existe una fuerte relacion entre
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angiogénesis e inflamacion, siendo unos de los mecanismos
moleculares implicados, el de la enzima Ciclooxigenasa 2
(COX-2), la cual se ve sobreexpresada en procesos
inflamatorios catalizando el paso de dcido araquiddnico pre-
sente en membrana de fosfolipidos a especies reactivas de
oxigeno. La prostaglandina E2 (PGE2) es un producto
metabodlico de la reaccion de COX-2, y es la PGE2 la que
induce la migracién celular, mediante la expresidon de
metaloproteinasas (MMPs) las cuales degradan la matriz
extracelular, y la proliferacién celular, estimulando la se-
crecion de VEGF y FGF-2 (Santulli, 2013).

Celecoxib (Cx) es un anti-inflamatorio no esteroidal
selectivo, el cual es un potente inhibidor de la enzima COX-
2, siendo uno de los farmacos ampliamente estudiados por
sus propiedades antiangiogénicas. En la actualidad es utili-
zado como anti-inflamatorio en tratamientos de enfermeda-
des como la artritis reumatoide y osteoartritis. Por sus pro-
piedades antiangiogénicas se ha puesto a prueba su accion
sobre tumores malignos ya que se ha demostrado que
inhibidores de COX-2 son capaces de reducir la prolifera-
cién celular, inducir apoptosis, favorecer la vigilancia
inmunoldgica y reducir la angiogénesis. Esto ha sido objeto
de estudio en el tratamiento de diversos tumores malignos y
premalignos, incluyendo cdncer de mama, pulmén y prés-
tata (Husain et al., 2002; Hilmi & Goh, 2006).

En estudios recientes de la accién del Cx en tumores
TA3-MTX-R en ratones, se evidencié que este fairmaco dis-
minuye los sintomas asociados a la presencia del tumor como
la metdstasis, proliferacion celular y la sobreexpresion de fac-
tores proangiogénicos. Por otro lado, la apoptosis celular en
las células tumorales se vio aumentada, debido
presumiblemente a la accién del Cx sobre VEGF (Rosas et
al.,2014).

Si bien los efectos del Cx son favorables, su admi-
nistracion oral causaria complicaciones tales como toxici-
dad sistémica (Bombardier et al., 2000) y problemas
gastrointestinales (Silverstein ef al., 2000) o dafio y eventos
cardiovasculares (Caldwell er al., 2006).

La administracion convencional de medicamentos,
la solubilidad limitada de estos, ademds de la aplicacion de
algunos protocolos terapéuticos que requieren la adminis-
tracién de dosis repetidas, resultan ser una problemadtica
constante en la terapéutica. Esta puede ser solucionada me-
diante la utilizacién de microparticulas poliméricas, las cua-
les, mediante métodos de microencapsulacién permitirian
una liberacion sostenida del farmaco en el tiempo, una dis-
minucién en el nimero de dosis necesarias para el trata-
miento y la proteccién de estos hasta el tejido blanco. Entre
los biopolimeros utilizados en el desarrollo de sistemas de

microparticulas para la liberacion controlada del compues-
to destacan los derivados acrilicos y poliésteres. Entre ellos,
los mds conocidos son la poli-caprolactona, el acido
polilactico y los copolimeros de dcido lctico y 4cido glicélico
(PLGA) (Vilos & Velasquez, 2011).

Recientes estudios han informado la accidn
antiangiogénica de Cx en concentraciones de 1000 ppm via
oral frente a un modelo de tumor TA3-MTX-R en ratones.
Otros autores han comparado la accién de Cx en las mismas
concentraciones, en presentaciones microencapsuladas en
PLGA y no encapsuladas, no encontrando diferencias signifi-
cativas en el nimero de vasos sanguineos (Rosas et al.,2013),
y que por otro lado, cuando se compara Cx-microencapsulado
en PLGA vs Cx no encapsulado en iguales concentraciones
inyectada en ratones con la misma cepa de tumor, concluyen,
que el nimero de vasos sanguineos registrados entre los trata-
mientos no presentaron diferencias antiangiogénicas
estadisticamente significativas (Roa ef al., 2015). En base a
estos antecedentes el objetivo del presente estudio fue com-
parar los efectos antiangiogénicos del Cx microencapsulado
en PLGA y no microencapsulado en un modelo de membrana
alantocoriénica (MAC) de pollo, posterior a 48,72y 96 horas
de cultivo.

MATERIAL Y METODO

Aplicacion de Cx y Cx+PLGA. Se utilizaron 60 Huevos fer-
tilizados White Leghorn provenientes del Instituto de Salud
Publica, Chile. Se procedi6 al protocolo descrito por Cérdova
et al. (2016). A las 48 horas de incubacion se perforé cada
huevo y se extrajo aproximadamente 2 mL de albimina con
ayuda de una pipeta Pasteur. Se desinfectd la zona con una
solucién de alcohol yodado y se tapd con cinta adhesiva. Lue-
go se abri6 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
cuatro grupos de 15 unidades cada uno, de la siguiente mane-
ra:

Grupo 1: control (PBS)

Grupo 2: particulas de PLGA

Grupo 3: Celecoxib en concentraciéon 1000 ppm

Grupo 4: Celecoxib microencapsulado en particulas de PLGA
en concentraciéon 1000 ppm

A los 8 dias de incubacion, se implanté en la membra-
na alantocoridénica (MAC) de cada uno, un filtro de
metilcelulosa impregnado con farmacos disueltos en 60 uL
de DMSO 0,1 %.
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En el transcurso de las 48, 72 0 96 horas post-aplica-
cién de la solucién a estudiar, se procedié a estudiar 5 hue-
vos, extrayendo muestras de MAC de cada uno. Las mues-
tras obtenidas fueron fijadas en formalina tamponada pH 7,0
al 10 % por 7 dias. Luego se realiz6 el procesamiento
histol6gico necesario para obtener cortes de 5 um de espesor.

Este procedimiento se llevé a cabo de acuerdo a lo
descrito en el protocolo de bioética de la Facultad de Medi-
cina de la Universidad de Chile, Santiago, Chile (CBA
FMUCH #0498).

Analisis de Densidad Microvascular. Se determing la den-
sidad microvascular, entendiéndose ésta como el nimero to-
tal de vasos sanguineos registrados en un drea de 9000 um?
desde un ocular reticulado y con un aumento de 400x, en
MAC de embriones de pollo de 11y 13 dias de vida, trata-
dos y no tratados. Se efectuaron conteos en cada uno de los
grupos de trabajo, obteniéndose valores del nimero de ca-
pilares sanguineos a las 48, 72 y 96 horas post aplicacion de
las sustancias.

Analisis Estadistico. Se utiliz6 el programa Graph Pad
Prism® 5 y el andlisis estadistico se realiz6 a través de
ANOVA de una via con Test de Tukey. Se considerd
estadisticamente significativo un P-value < 0,05.

RESULTADOS

Morfolégicamente, las secciones de tejido tratadas
con Cx y Cx+PLGA mostraron una morfologia normal sin
dafio aparente.

El andlisis de densidad microvascular mostré que el
nimero de vasos / 9000 um? en MAC disminuyé
significativamente cuando se aplicé Cx y fue evaluado a las
48,72 0 96 horas ( p <0,0001) (Fig. 1).

Al analizar la densidad microvascular del efecto de
Cx+PLGA alas 48, 72 y 96 horas, se pudo comprobar una
disminucion en el nimero de vasos/9000 um?, cuando fue
comparado con el grupo control (PLGA) (P <0,05) (Fig. 2).

Finalmente, al analizar cada uno de los grupos de
estudio a lo largo del tiempo, se puede observar que el gru-
po control tratado con PBS es el que posee el promedio de
vasos sanguineos mads alto de los 4 grupos de estudio
(10,20+0,18 vasos sanguineos/9000 um?), seguido por el
grupo control tratado con PLGA (8,84+0,38 vasos sangui-
neos/9000 um?). Los grupos tratados con Cx o Cx+PLGA
logran reducir significativamente el nimero de vasos
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(8,108+0,13 y 8,107+0,12 respectivamente), no existiendo
entre ellos una diferencia estadisticamente significativa
(p>0,05) (Fig. 3).
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Fig. 1. Cx reduce la densidad microvascular en MAC a las
48,72 y 96 horas. Datos expresados como nimero de vasos
en 9000 wm? (***: p<0,0001).
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Fig. 2. Cx+PLGA reduce la densidad microvascular en MAC
alas 48,72y 96 horas. Datos son expresados como niimero
de vasos en 9000 um? (*: p<0,05).
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Fig. 3. Cx tiene un efecto antiangiogénico similar a
Cx+PLGA. Datos son expresados como nimero de vasos
en 9000 um? (ns: p>0,05).

DISCUSION

La angiogénesis estd presente en una serie de patolo-
gias, en las cuales se encuentra desregulada, dentro de ellas,
los procesos neoplésicos, donde el crecimiento tumoral y la
posterior metdstasis, dependen de la generacién de nuevos
vasos, es asi como las células tumorales favorecen este proce-
s0, al producir numerosos factores proangiogénicos, como el
VEGF (Gavalas et al., 2013). Las terapias antiangiogénicas
actuales buscan inhibirlo con el fin de disminuir la
neovascularizacién. VEGF puede ser inhibido por muiltiples
agentes, entre ellos los inhibidores selectivos de COX-2, tal
como Celecoxib (Cx), importante agente anti-inflamatorio
(Venkatesan et al., 2011).

En un estudio anterior (Rosas et al.,2014), se lleg6 a
concluir que en un modelo de tumor de células TA3-MTX
resistente, el efecto antiangiogénico de Celecoxib era bene-
ficioso para el manejo clinico de la progresién tumoral en
pacientes con neoplasias, puesto que éste actiia por una via
diferente al metotrexato, un antifolato que impide la 6pti-
ma disponibilidad de 4cido félico por parte de las células
tumorales, inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos. Por
otro lado, en un trabajo posterior (Roa et al.,2015), se ana-
liz6 el efecto diferencial de Celecoxib no encapsulado y
microencapsulado en particulas de PLGA, en ratones con la
misma variable de tumor TA3-MTX-R, no hallandose dife-
rencias estadisticamente significativas entre el efecto
antiangiogénico de Celecoxib encapsulado 'y
microencapsulado. En tal trabajo se plante6 como causa de
tales resultados la posible implicancia del metabolismo del
ratén, puesto que la intensidad de la angiogénesis puede
variar incluso entre individuos con el mismo tipo de tumor
(Eberhard et al.,2000), y que en algunos carcinomas, el au-
mento de la densidad microvascular no es atribuible, al me-
nos exclusivamente, a la secrecién de VEGF por las células
tumorales (Pérez, 2011).

En el presente trabajo, se administré 1000 ppm de
Celecoxib no encapsulado y microencapsulado ahora direc-
tamente sobre la membrana alantocoriénica de pollo, donde
se ha descrito que la angiogénesis estd regulada por las mis-
mas vias dependientes de VEGF (Valdés et al., 2002), espe-
randose ahora hallar diferencias significativas entre Cx y
Cx microencapsulado en PLGA.

Respecto a los resultados registrados en los grupos
medidos a las 48 horas, se obtuvo una diferencia significati-
vaentre el grupo control (PBS) y Cx no encapsulado, estan-
do esto acorde a lo demostrado en trabajos anteriores, dada
la inhibicién que ejerce Cx sobre COX-2 (Rosas et al.,2013).
A su vez, también se hall6 una diferencia significativa entre
el control (PLGA) y Cx+PLGA, estando esto explicado por
el mismo efecto antiangiogénico que ejerce el Cx,y demues-
tra que Cx microencapsulado sigue ejerciendo una accién
antiangiogénica. Por otra parte, no se hallé una diferencia
significativa en la densidad microvascular obtenida a las 48
horas entre los grupos con Cx y Cx+PLGA. Esto podria ser
explicado, a través del hecho que, con dosis mds bajas y
continuas, se puede lograr un efecto similar.

En cuanto a los grupos medidos a las 72 y 96 horas,
se hallaron las mismas diferencias significativas que las re-
gistradas a las 48 horas. Cabe destacar que se mantiene la
ausencia de diferencia significativa entre Cx+PLGA y Cx,
al hecho que la cantidad de Cx necesaria es mucho menor y
que en ambos casos se logra un efecto permanente a las 96
horas. Esto no confirma que el efecto se mantenga posterior
alas 96 horas y, por lo tanto, es probable que las diferencias
se manifiesten posterior a este tiempo y por lo tanto es nece-
sario comprobar rol de PLGA en cuanto a la disponibilidad
y liberaciéon del farmaco cuando se administra
microencapsulado en comparacién a Cx no encapsulado (Roa
etal.,2016,2017).

Por tltimo, en cuanto a la comparacién temporal de
los mismos grupos entre si, se pudo observar que todos se
mantuvieron constantes a lo largo del tiempo incluso a las
96 hrs post aplicacion, tanto para aquellos que estuvieron
recubiertos por PLGA como para aquellos en donde el far-
maco fue aplicado libremente. Este fenémeno podria tener
mads de una causa, y es que aun cuando la vida media del
farmaco es de 11 horas en plasma (Ghosh et al., 2010), la
concentracion del farmaco es suficiente para entregar un
efecto constante a lo largo de los dias.

ROA, I.; POBLETE, C. R.; SALINAS, S. M.; TOBAR, U.D.;
DONOSO, A. & ROSAS, C. Comparative angiogenic effect of
microencapsulated celecoxib in plga v/s non-encapsulated in an in
vivo angiogenesis assay. Int. J. Morphol., 40(2):420-424,2022.
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SUMMARY: Angiogenesis is the process of blood vessel
formation from previously formed ones. There are several factors
involved in the process, as well as agents capable of modulating
different stages of it. Although, it has been observed that Celecoxib
is capable of inhibiting angiogenesis in different models, the
potential antiangiogenic capacity of this agent has not yet been
observed when it is microencapsulated in PLGA. Fertilized eggs
were incubated and at 48 hours they were divided into 4 groups to
be instilled with PBS (control), PLGA, Celecoxib 1000ppm or
Celecoxib 1000 ppm + PLGA. A blood vessel count was performed
at 48,72 and 96 hours after application of the solution to be studied.
The results show that both Celecoxib and Celecoxib + PLGA re-
duce blood vessels, maintaining the same effect at 48, 72 and 96
hours and there are no significant differences between the two
treatments. This could be explained by the concentration of
Celecoxib used or the time frame analyzed, being able to find
differences after this time range or with different concentrations.

KEY WORDS: Angiogenesis; Microencapsulation;
Celecoxib; PLGA.
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