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RESUMEN: La angiogénesis es el proceso por el cual se forman nuevos vasos sanguineos a partir de otros ya existentes. Para
que esto se lleve a cabo de forma correcta debe existir un balance entre los factores proangiogénicos y los factorésianangiog
dentro del microambiente tisular. Por otra parte, la existencia de productos quimicos naturales como los polifenoleapgcessda c
adquirirse en la dieta, inducen a estos factores a intervenir en el proceso de angiogénesis. Se administraron losrpilifesales e
metilcelulosa sobre la membrana alantocoriénica de huevos White Leghorn, manteniendo el posterior desarrollo normaé del feto. S
utilizaron 15 fetos de pollo fijados en formalina tamponada, a los cuales se extrajo el corazén. El procesamiento dedagemuestr
corazon se realizé a través de técnicas histolégicas, histoquimicas e inmunohistoquimica. Finalmente se evalué la presefRgia del
la capacidad de formar vasos sanguineos bajo el tratamiento con los polifenoles. La inmunorreactividad fue cuantificedenaggaliant
J®. Los resultados indican que Acido cafeico y Pinocembrina disminuyen la densidad microvascular y la expresion de VEGF en cora
nes de fetos de pollo tratados con estos polifenoles. Tanto el Acido Cafeico como la Pinocembrina cumplen un rol inhgbitorio en
proceso de angiogénesis fisigica en corazon de pollo, pudiendo modular las vias de sefializacién mediadas por los VEGFR o modulando
la disponibilidad de VEGF. Estos polifenoles podrian utilizarse para el estudio de otros tejidos asociados a angiogégiesis patol
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INTRODUCCION

La angiogénesis es el proceso por el cual se forman  Un balance entre los mediadores quimicos que la
nuevos vasos sanguineos a partir de otros ya existenpesmueven (factores proangiogénicos) y los que la inhiben
esto gracias a la accion de las células endoteliales dtectores antiangiogénicos) dentro del microambiente
recubren la superficie interna de los vasos para ayudatiglilar es necesario para el correcto funcionamiento de la
crecimiento y la reparacion del tejido, que migran y prolangiogénesis. El principal estimulo proangiogénico es el
feran, organizandose hasta formar estructuras tubulares faetor de crecimiento endotelial vascular (VEGF); el cual
eventualmente se uniran, para finalmente madurar en p&rtenece a una familia compuesta por cinco proteinas
sos sanguineos estables (Fakhrejahani & Toi, 2012). hamodiméricas. La proteina mas importante es VEGF-A
angiogénesis fisioldgica ocurre durante el desarrollo emue regula la angiogénesis y la permeabilidad vascular
brionario y fetal y, en el adulto, durante el crecimientmediante la activacion de dos receptores el VEGFR-1 y
esquelético, el ciclo menstrual y el embarazo (Chung ¥EGFR-2. La via de sefializacion de VEGF se ha estable-
Ferrara, 2011). También se reactivara en respuesta a estio como el principal regulador de la angiogénesis, en
mulos fisiolégicos durante la cicatrizacion de heridas y Bonde las células endoteliales expresan el receptor 2 del
inflamacion (Liet al, 2003), y después de un injerto ddactor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-2), un
tejido o isquemia (Chunet al, 2010). receptor de tirosina quinasa que impulsa positivamente las
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respuestas mitogénicas y quimiotacticas de las célulsATERIAL Y METODO
endoteliales a VEGF. La migracion de las células depende de
un gradiente de VEGF, mientras que la proliferacion esté re-
gulada por la concentracion de VEGF (Gerhatat., 2003). Material biolégico y grupos experimentalesSe utiliza-

ron 15 fetos de pollo los cuales fueron tratados con dos

A su vez, existen los polifenoles, que son una clagmlifenoles: acido cafeico (PM: 180,16 g/mol) y

estructural de productos quimicos organicos principalmepinocembrina (PM: 256,25 g/mol) a diferentes concentra-
te naturales, que se caracterizan por la presencia de urmames. El tratamiento se realiz6 a través de la abertura de
mas anillos aromaticos que llevan uno o mas grupos hidroxiloa ventana en la cascara del huevo para posteriormente
(Manachet al, 2004; Ververidiet al, 2007). Dependiendo depositar los filtros de metilcelulosa embebidos con los
del nimero de anillos de fenol y los elementos estructuraleslifenoles sobre la membrana alantocorionica de pollo
gue unen estos anillos entre si, generalmente se clasifi¢giAC).
como acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanos,
secoiridoides, entre otros (Dirgt al, 2017). Estos los po- Los fetos fueron distribuidos en 3 grupos de la si-
demos adquirir a través de la dieta, por lo cual el consurgaiente manera:
de frutas y verduras se correlaciona con la disminucion del
riesgo de desarrollar enfermedades de alta prevalencia, cddamtrol: 4 fetos en condiciones normales con DMSO.
las enfermedades cardiovasculares y el cancerdBat,
2001; Mitjavila & Moreno, 2012). La evidencia indica queGrupo 1: 7 fetos que reciben 10 de &cido cafeico [50
los polifenoles son capaces de alterar las cascadas de spRg-
lizacion involucradas en los pasos iniciales de la
angiogénesis, asi como durante los eventos que conduc&rapo 2: 4 fetos que reciben [0 de pinocembrina [10
la formacion de estructuras capilares (Detial). uM].

El &cido cafeico (AC) es un tipo de acido fendlico, Una vez eutanasiados, fueron fijados en formalina
se encuentra en una variedad de alimentos como: tomatasjponada durante dos semanas. Posteriormente, se reali-
zanahorias, ardndanos, vino, té, café, entre otros (#langd una toracotomia para extraer el corazon de los fetos de
al., 2016). Ahret al (2009), informaron que el acido cafeicopollo (entre 14-18 dias de desarrollo embriofetal) los cua-
tiene actividad antiangiogénica y antioxidante en fibroblasttess fueron separados para cada grupo experimental, para
humanos, células endoteliales y tumorales; se examindwetgo dejarlos nuevamente en la formalina tamponada
efecto inhibitorio en la formacién de tubos de HUVECs edurante 16 horas. Finalmente se realizé el procesamiento
el cual el &cido cafeico tuvo un fuerte efecto inhibitorio sdiistologico a través de la obtencion de cortes den 4le
bre la formacién de tubos, perturbd la morfologia del tubespesor y posterior tincion con Hematoxilina/Eosina y
causando una ligera fragmentacion de la red, ademas inhibitcromico de Arteta.
casi por completo el alargamiento de las células e indujo la
muerte celular de la mayoria de ellas. Por otro lad@uantificacion de la intensidad de inmunotincion de
pinocembrina (PC) es uno de los flavonoides mas impdrEGF. Para la cuantificacion deBGF los cortes de cora-
tantes aislados de miel y propoleos. En este mismo estudion de cada grupo experimental fueron desparafinados e
la PC tuvo un efecto inhibitorio leve en la formacion déidratados previamente para luego ser recuperados
tubos, y muy pocos efectos inhibidores en la proliferacic@antigénicamente por incubacion por 30 minutos en solucion
celular (Ahnet al). También se ha reportado que PC posd®eako Target Retrieval®. Luego fueron tratados en Perdxido
actividad antiinflamatoria, antimicrobiana y antioxidantele Hidrégeno al 3 % en metanol por 10 minutos. Para la
(Saadet al, 2015), las cuales podrian tener gran interéketeccion las muestras fueron incubadas con un anticuerpo
farmacoldgico debido a que pueden ser utilizadas en la tepaticlonal de conejo Anti-VEGF (Clone ABS82) (Millipore,
pia de varias enfermedades cancer y/o enfermedad#SA), en una dilucion 1:400, durante 30 minutos 437
vasculares (Raset al, 2013). Para el revelado se utilizo el kit “Histostain-Plus Broad

Spectrum Kit”, HRP (Invitrogen) y 3,3’-Diaminobenzidina

Si bien a la fecha existen estudios, que demuestrd®AB). Como control positivo se utilizaron cortes de
las propiedades antiangiogénicas de AC y PC, no se t@acenta. Se observaron 20 campos de cada grupo, y se to-
llevado a cabo estudios en donde se analice el efecto maron microfotografias con ayuda de un Microscopio Opti-
tratamiento con estos polifenoles sobre la formacion de @ (Motic BA310) en aumento 400x. Se utilizé el programa
so0s en organos tan importantes como el corazon de felfosge J para cuantificar la intensidad de inmunotincion, de
de pollo. acuerdo a lo descrito p&osaset al (2014)
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Comparacion de la densidad microvascular.Se realizé RESULTADOS

la tincion Tricrémica de Arteta (Rosas al, 2013) en los

tejidos de corazdn, se contaron los vasos sanguineos en las

muestras histologicas de cada grupo, utilizando un Micros- Se analiz6 la expresion de VEGF mediante su

copio Optico (Motic BA310) con un aumento de 400x. Ehmunomarcaje en células endoteliales del tejido histologico

conteo se realizo en 25 campos microscopicos en forma aet corazdn de pollo con tincidn citoplasmatica (Fig. 1A).

ga por dos examinadores. Los resultados se expresaron como

N° de vasos sanguineos/por campo. Finalmente se tomaron  Se observo una disminucion de la expresion de VEGF

microfotografias de cada campo. en los grupos tratados con AC y PC. Al comparar ACy PC
no hubo diferencia significativa (p= 0,1049).

Analisis estadistico.Se utilizé el andlisis de varianza

(ANOVA) para comparacion entre grupos experimentales, con Cuando se comparo la densidad microvascular en los

prueba de Tukey para comparaciones multiples. Se considdigtintos grupos experimentales (control v/s tratados), se ob-

diferencia significativa si el valor de p<0,05. Los resultadaservé una disminucion significativa del numero de vasos

se expresaron como promedierror estandar. Para el cdlcu-sanguineos tanto para el grupo tratado con AC y PC. Para el

lo estadistico se utilizé el Software Graph Pad Prism 5.0. grupo tratado con AC se observé 748,32 vasos sangui-

Fig. 1. Expresion de VEGF en corazon de pollo. A) Imagen representati-
va de corazoén de pollo que muestran la presencia de VEGF mediante
inmunohistoquimica. Marcacién de VEGF con patron de tincién
citoplasmatico. (Control, AC, PC). B) Cuantificacion del nivel de expre-
sion de VEGF. Los datos se comparan con respecto al grupo control. (ns:
no hay diferencia entre AC y PC; p=0,1049)

Fig. 2. Cuantificacion de densidad microvascular en corazén. A) Imagen

representativa de corazén con Tricrémico de Arteta, para facilitar el conteo
de vasos sanguineos. (Control, AC, PC). B) NUmero de vasos por campo
en cada grupo; Control, AC [%M] y PC [10uM]: Entre los grupos AC

y PC no hubo alguna significancia. Hubo diferencia estadisticamente sig-
nificativa (p < 0.0001) al comparar: Control vs AC [8@] y Control vs

PC [10uM], Al comparar AC [50puM] vs PC [10uM], no hubo

Grupos de Estudio significancia estadistica, ns: p= 0,3047.

N° Vasos / por campo

ve)
4
“
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neos/campo y para el grupo tratado con PC se observd 7,17  En conclusion, los polifenoles AC y PC demostraron
+ 0,41 vasos sanguineos/campo (Fig. 2). En tanto que peaercapacidad antiangiogénica a nivel de angiogénesis fi-
el grupo control el conteo fue de 98,46 vasos sangui- sioldgica ya que disminuyen los niveles de expresion de VEGF
neos/campo. (Fig. 1B) y la densidad microvascular en corazén de pollo. Dicha capa-
cidad no depende de la concentracion de polifenoles utiliza-
Por otra parte, al comparar el grupo de AC con P@a, por lo tanto, se hace necesario seguir investigando el uso
no se observan diferencias significativas (p= 0,3047). de estos polifenoles en méas estudios asociados con
angiogénesis fisiolégica como patoldgica, para el beneficio
de personas con patologias relacionadas con una formacion
DISCUSION excesiva de vasos sanguineos, inhibicion en la formacion de
los mismos o procesos cancerigenos en crecimiento tumoral.

Segun el grado de inmunotincion de VEGF, se esta-
blece que existen diferencias estadisticamente significkIVARES, O. P.; RIQUELME, M. P.; LEIVA, A. P.;
vas entre los grupos control/AC, control/PC, y no existepALAZAR, L. A.; GUZMAN-OYARZO, D. & ROSAS, C. C.
diferencias significativas entre el grupo AC/PC. Esto podrfiti-angiogenic effect of caffeic acid and pinocembrin in the
ser explicado porque ambos polifenoles presentan distirﬁzﬁfceSS of physiological angiogenesis of chicken fetusgs).
biodisponibilidad y mecanismo de accién en las vias de sec-’rphOI" 38(1)135-139, 2020.

falizaciéon asociadas a _angiogé_ne;is. Meylal (2015), SUMMARY: Angiogenesis is the process by which new

demostraron que los polifenoles inhiben potentemente la §f504 vessels are formed from other existing ones. A balance
fializacion de VEGFR-2 inducida por VEGF. La disminupetween proangiogenic factors and anti-angiogenic factors within
cion de la densidad microvascular tras el efecto de las microenvironment must exist for the process to be carried out
polifenoles, responde a que estos podrian actuar modulardgectly. Similarly, the existence of natural chemicals such as
las vias de sefializacion mediadas por los de VEGFR o ni@lyphenols, which are capable of being acquired in the diet, indu-
dulando la disponibilidad de VEGF en angiogénesis de 168 these factors in the angiogenic process. Polyphenols were
fetos de pollo. Orsoliet al (2016), demostraron que el ACadmlnlstered in th_e methylcellulose fllte_rs on Fhe of chorioallantoic

es capaz de modular los niveles de VEGF disminuyéndolrc?grnbrane of White Leghorn eggs, maintaining the normal poste-

rior development of the fetus. 15 chicken fetuses were fixed in

en liquido ascitico, células tumorales y macrofagos depgfizcered formalin, obtaining the hearts to histological processing,

diente de la dosis. En consecuencia, al bajar los nivelesgdeiorming histological, histochemical and immunohistochemical
VEGF disminuye la densidad microvascular, en una invegchniques. VEGF levels and the ability of the blood vessels
tigacioén realizada en animales. growing under the stimulation of the polyphenols were evaluated.
Immunoreactivity was quantified by Image J. The results indicate

Estudios anteriores se han centrado en los efectostigt caffeic acid and pinocembrin decreased microvascular density

algunos polifenoles, Ahet al. estudiaron la actividad and VEGF expression in hearts stimulated with these polyphenols.
Egth the caffeic and pinocembrin acids play an inhibitory role in

antiangiogénica de AC y PC en conjunto con otros deriv e ' . : . .
dos del propéleo, demostrando que en ensayos con HUV &physmloglca_l angiogenesis process in the chicken heart, wh_|ch
o T - - ecrease the microvascular density and could act by modulating
in V|trq ein vivo pueden suprimir el crecimiento tumoral.the signaling pathways mediated by the VEGFR or by modulating
Ademas, Cuevast al (2015), informaron que los extractoshe availability of VEGF. The use of these polyphenols could be
etanolicos de propoéleo chileno y Pinocembrina, uno de syseful in studies of other tissues associated with pathological
constituyentes principales, fueron capaces de modulara@giogenesis.

angiogénesién vitro. Los estudios antes mencionados en

conjunto con experimentacion de material histolégico se KEY WORDS: Angiogenesis; Poliphenols; Caffeic acid;
hacen necesario para corroborar, a través de microfotografficembrin.

de las estructuras tisulares, lo ya visto por otros métodos de

estudio de AC y PC en relacion a la angiogénesis, a su vez,
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