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Resumen

El proceso de angiogénesis involucra una serie compleja de
estimulos y de respuestas integradas, como la estimulacién de
las células endoteliales (CE), para su proliferacién y migracion,
estimulacién de la matriz extracelular, para la atraccién de
pericitos y macréfagos, estimulacion de las células musculares
lisas, para su proliferacién y migracion, y formacién de nuevas
estructuras vasculares.

La angiogénesis es principalmente una respuesta adaptativa
a la hipoxia tisular y depende de la acumulacién del factor de
crecimiento inducido por la hipoxia (FIH-1 @) en la zona del
miocardio isquémico, que sirve para aumentar la transcripcion
del factor de crecimiento endotelial vascular (con sus siglas en
inglés: VECF vascular endotelial growth factor), y sus receptores
VEGF-R, por las CE en el sufrimiento isquémico.

Esos pasos aglutinan mecanismos enzimaticos y proteasas
activadoras del plasminégeno, metaloproteinasas (MMP)
de la matriz extracelular (MEC), y cinasas que provocan la
degradacion molecular proteolitica de la MEC, como también la
activacion y la liberacién de factores de crecimiento, tales como:
factor bésico de crecimiento de los fibroblastos (FCFb), VEGF
y factor de crecimiento insulinico-1 (FCI-1). Posteriormente,
viene la fase intermedia de estabilizacion del nuevo brote
neovascular inmaduro y la fase final de maduracion vascular
de la angiogénesis fisioldgica.

Como conclusiones generales, podemos afirmar que la
angiogénesis coronaria en adultos es fundamentalmente, una
respuesta paracrina de la red capilar preexistente en condiciones
fisiopatoldgicas de isquemia e inflamacion.

Introduccion

En esta revision, traemos a colacion la angiogénesis miocdrdica
enddgena en el adulto, bajo un prisma unificado de los diversos
mecanismos moleculares ya descritos. Esa vision se basa en
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la interpretacion “dinamica” de la definicién refrendada por
Folkman: “La angiogénesis es la generacién y la expansién de los
vasos sanguineos a partir de una red vascular preexistente, bajo
estimulos endégenos o exdgenos”'. En el adulto, la angiogénesis
es en gran medida, una respuesta adaptativa a la hipoxia tisular
y ocurre en una amplia variedad de situaciones, que van desde
el desarrollo embrionario hasta el crecimiento tumoral®.

Como mediador de la cascada de eventos celulares y
moleculares, esta la activacién del FIH- 1, que sirve para
aumentar la transcripcion por las CE, en el sufrimiento isquémico,
del VECF y sus receptores VEGF-R®.

Creemos que la red capilar preexistente es el lugar de
inicio comdn para el desarrollo y la generacién de los nuevos
capilares, intermediada por los diferentes sistemas de signos que
desencadenan la produccién de factores de crecimiento y que
terminan induciendo a la proliferacién de las células endoteliales.
La definicién de angiogénesis hecha por Folkman, ya citada, se
basa en sélidos elementos anatomo-morfométricos.

La relacién capilar/fibra miocardica normal en el corazén
del adulto es de 1 para 1, o sea, un capilar por fibra miocardica.
El calibre maximo de nuevos vasos identificados en el proceso
de angiogénesis es de 200 um de diametro®. Si no hay una
circulacién coronaria epicardica de alimentacion de esa
circulacion colateral con un flujo sanguineo adecuado, es posible
que ocurra la regresién paulatina del proceso de angiogénesis. A
su vez, cada fibra del miocardio tiene un didmetro que varfa de
10 a 25 um y su largura también varfa de 50 a 100 um, con una
distribucién capilar uniforme en la pared ventricular izquierda
de 3.000 para 4.000/cm?°.

Por tanto, podemos decir que esa definicién posee una fuerte
sustentacion morfométrica. Eso significa que, en el corazén
adulto normal en reposo, para que se mantenga la vida celular,
debe existir una fuente de nutrientes para el corazén. En otras
palabras, las células progenitoras endoteliales circulantes (CPEc),
necesitan una circulacién coronaria preexistente para llegar a la
region en que ocurre la isquemia miocardica.

Al analizar el segundo componente de la definicién de
Folkman, cuando dice: “[...] por estimulos endégenos o
exo6genos...”, verificamos que se extendié a los dos principales
mecanismos del proceso de la angiogénesis: la enddgena son
los procesos fisiolégicos y patolégicos, mientras que la exégena
es la terapia angiogénica cardiovascular como forma exégena
de induccién de la angiogénesis. El objetivo de esta revision es
analizar los mecanismos de la angiogénesis endégena en los
procesos fisiolégicos.
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I. Fases de la Regulacion de los
Mecanismos Inductores de la
Angiogénesis Miocardica Endogena en el
Adulto:

1. Fase inicial: isquemia miocardica como estimulo inicial

La angiogénesis es principalmente, una respuesta adaptativa a
la hipoxia tisular y depende de la acumulacién de FIH-1 @, que,
en condiciones de hipoxia tisular, activa la expresion de factores
de crecimiento e inicia el proceso de angiogénesis en la region
isquémica a partir de la red coronaria preexistente®. Ademas, la
atraccion y el reclutamiento de CPEc y de macréfagos activan,
de forma paracrina, la angiogénesis en esa region’. La expresion
del VECF-A es un indicativo del reclutamiento de los progenitores
mieloides en el miocardio isquémico, mientras que las células
perivasculares de la angiogénesis estan intermediadas por los
factores derivados de las células estromales (FDE)-1 (Figura 1)°.

En la cardiopatia isquémica, tanto FIH-1a como VEGF-A, estan
presentes en la placa arteriosclerdtica, lo que indica que el FIH, por
via de la sefalizacion angiogénica, estd directamente involucrado
en el crecimiento de la placa arteriosclerética’.

La isquemia miocardica grave conlleva a la acumulacion
de FIH-1 y a la expresion de factores que estimulan brotes

angiogénicos en las cercanias de los vasos sanguineos en el
miocardio isquémico. No nos podemos olvidar que la isquemia
grave y persistente causa apoptosis de la CE y de las fibras
miocdrdicas. Ademds, los progenitores mieloides y endoteliales
derivados de la médula ésea también son reclutados para
participar activamente en el apoyo a la angiogénesis'.

El FIH-Ta es muy importante para la angiogénesis en el
miocardio. Sin embargo, poco se sabe respecto del FIH-2a. Los
cardiomiocitos privados de FIH-Ta especificos fueron llevados a
la reduccion de la vascularizacion, alteraciones en el metabolismo
energético y anormalidad de la funcién contréctil. En contrapartida,
la superexpresion de la proteina de fusién FIH-10/VP16 (FIH-1a
del ADN vinculante y activador de dominio vinculado con la
heterodimerizacion VP16), fue capaz de promover la angiogénesis
y de reducir el tamafio del infarto en un modelo experimental
en ratones. Tal como ocurre en otros tejidos hipdxicos, el FIH-1a
es esencial para el aumento de la concentracién en la médula
6sea, de los precursores de CE. Incluso una deficiencia parcial
de FIH-10, proveniente del envejecimiento, esta asociada a una
reduccion significativa de la concentracién de esas células, y a una
vascularizacion pobre en el musculo isquémico™.

La hipoxemia también regula la produccién y la expresion
del VEGE, en razén del aumento de la transcripcién del FIH-1
y del aumento en la estabilidad del VEGF-dependiente de la
region 3 del ARNm'.

Isquémica de
Células Endoteliales

Lesion Isquémica de
Células Endoteliales

IFDE-1 I[F”“]‘ 'VEGF

Atraccion local de CPEc

y macrofagos circulantes ]

l Mayor concentracion local de VEGF J

[ Angiogénesis |

[Aumento de la circulacién coIateraI]

llustracion de los mecanismos moleculares y fisiopatoldgicos determinantes de la angiogénesis miocérdica secundaria a la isquemia.
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El mecanismo molecular iniciador de la angiogénesis puede
ser impulsado por la privacién de oxigeno y de los nutrientes,
como la glucosa, que regulan la expresién génica. También
observamos, que la hipoxia regula los receptores TIE-2, siendo
moduladores de la actividad del VECEF, lo que conlleva las CE a
proliferar por los mecanismos de brote o divisién. De acuerdo
con el estandar del signo del VEGF y TIE-2, se puede inducir la
angiogénesis por brotes o intususcepcién'2. Un hecho importante,
de aplicacion terapéutica del VECEF, es que la isquemia estimula
su expresién, como también la de sus receptores' (Figura 1).

1.1. Mecanismo de angiogénesis por atraccion de células-
tronco circulantes durante el infarto agudo del miocardio

Durante la isquemia miocardica, el aumento de la expresion
y estabilizacién de la transcripcion de FIH-1, genera una
produccién local y la liberacion por la CE en el sufrimiento
isquémico de los factores FDE-1 y VEGF-A'. El FIH circulante
regula muchos genes de la angiogénesis, pero la induccién
del VEGF tal vez sea lo que mas notamos. FIH aumenta la
concentracién local de VEGF en hasta 30 veces en pocos minutos.
El VEGF estimula la angiogénesis fisiolégica y patolégica en
una respuesta estricta de dosis-dependente®. Esos mediadores
pueden aumentar la movilizacién y el reclutamiento de las CPEc
en el area isquémica’®.

El aumento de la expresién de FDE-1 es esencial para la
regulacion de la atraccién, migracion y retencién selectiva en
el tejido miocardico isquémico, de las CPEc o de las CE, con el
receptor de superficie 4 de la quemoquina CXC-R4'. Eso significa
que la via FIH-1 es el mecanismo de unificacién del sistema de
sefalizacion de la angiogénesis en el contexto del infarto agudo
del miocardio (Figura 1).

Esas CPEc, del mismo modo que ocurre con las células
mesenquimales de la médula 6sea (entre otras), son movilizadas,
atraidas y desplazadas de la circulacién periférica hacia las areas
de isquemia miocdrdica'’.

Existen pruebas de que FDE-1 con el receptor de sefal
CXC-R4 + desempena un rol importante en el reclutamiento de
células circulantes de la médula 6sea en el contexto de una grave
isquemia miocardica. Esa sefial es esencial para el reclutamiento
de células-tronco en el corazén. El CXC-R4 + es un receptor de
superficie celular de la FDE-1, expresado en las CPEc y en las
células-tronco circulantes hematopoéticas (CTHc)™®.

Las CPEc desempenan un papel importante en el
mantenimiento de la pared vascular endotelial, auxiliando
en la reendotelizacién (cambio fisiolégico de las CE), y en la
angiogénesis'.

Pero los niveles de FDE-1 enddgeno segregado, se reducen
después del IAM y vuelven al nivel normal después del 42 6 72
dias del IAM?.

Las células mesenquimales circulantes derivadas de la médula
6sea (CMcDMO), son un puente hacia el interior del miocardio
isquémico, expresado por el FDE-1, que podrd ser una sefial que
facilite la migracién de las células circulantes y de la médula 6sea'”.

Antes se crefa que los precursores endoteliales existian
solo durante la vida embrionaria. Actualmente, ya se han
identificado precursores en la médula ésea y en los vasos
periféricos en el adulto. Algunos factores de crecimiento, como
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el factor estimulador de colonias de granulocitos (FECG), b-FCF
y FCI-1, estimulan su diferenciacién y su movilizacién®'. Esos
precursores de células endoteliales colonizan nuevas dreas de
brotes angiogénicos en el adulto, y en el futuro, pueden ser
objetos terapéuticos.

Rehman et al*? han cuestionado el origen de esas CPEc y su
verdadera incorporacién en la pared de los vasos en crecimiento.
Ellos descubrieron que la mayor parte de las llamadas CPEc
deriva de monocitos/macréfagos, con una pequena poblacién
de células-tronco CD-34+/células progenitoras hematopoéticas
solamente, a partir de células tronco/angioblastos. Esos
monocitos/macréfagos segregan mdiltiples factores de crecimiento
angiogénicos, que a su vez también generan, con su estimulacién
paracrina, el crecimiento neovascular?.

El concepto de CPEc es muy interesante, aunque mas de una
década después de su descubrimiento, atin no hay marcadores
especificos de las CPEc y los resultados de los ensayos clinicos
todavia son controvertidos. Usando un enfoque proteémico,
un reciente estudio muestra que las células con fenotipo de
CPEc podrian ser células mononucleares circulantes con la
incorporacién de microparticulas de plaquetas®.

Schmeisser et al** demostraron que el monocito CD-34*
puede desarrollar in vitro un fenotipo endotelial y tomar forma
en una estructura tubular, lo que indica un potencial papel de
los monocitos en la angiogénesis®.

Finalmente, Ziegelhoeffer et al* publicaron un estudio que
nos conduce a la conclusién de que, en el organismo adulto,
las células-tronco provenientes de la médula 6sea no generan
un crecimiento vascular por la incorporacién en las paredes
vasculares, pero si que lo hacen a través de mdiltiples efectos
paracrinos de citocinas angiogénicas?.

En resumen, la angiogénesis es un mecanismo fisiolégico
organizado bajo una restringida regulacién, con muchos factores
que influyen en el proceso activo a nivel molecular, incluyendo
diversos polipéptidos solubles, como VECEF, angiopoietina, FCF,
factores de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP), factor de
crecimiento transformador B (FCT-B), factor de necrosis tumoral
(FNT)-a, FECG, entre muchos outros®®.

1.2. Mecanismo de la angiogénesis endégena por
activacion de células-tronco residentes en el corazon

El verdadero papel de ese mecanismo y de la cuantificacion
de su efecto angiogénico no se conoce a ciencia cierta. Las
células-tronco residentes en el miocardio (CTRM), fueron capaces
de diferenciarse en los cardiomiocitos, células endoteliales y
células musculares lisas?”. Esas CTRMs expresan receptores para
FCH y para FCI-1, que pueden conllevar al reclutamiento y a la
proliferacion de las CE y reponer algunas funciones del corazén
que han sufrido dano isquémico. De la misma forma ocurre con
las células mesenquimales circulantes (MSCc), que son capaces
de segregar FCH y FCI-1 en respuesta a la lesién?®.

1.3. Proliferacion de células endoteliales como respuesta
final comin de la isquemia miocardica: generacién de brote
vascular angiogénico

En los adultos, ese proceso se debe, principalmente, a la
hipoxemia, y se encuentra intermediado por la activacién de
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FIH-10, que sirve para aumentar la transcripcién del VEGF
y de sus receptores VEGFRs?.

El VEGF estimula la angiogénesis fisiolégica y patolégica
en una estricta relacién dosis dependente®®. El VEGF es
una protefna que tiene la caracteristica especifica de
estimular la replicacién de células endoteliales vasculares,
esenciales para la angiogénesis®®. El VEGF-A se conecta
a dos receptores tirosina-quinasa (RTK), VEGFR-1 (flt-1)
y VEGFR-2 (KDR, Flk-1). Los receptores tirosina-quinasa
flt-1 (VEGF-R1), constituyen la segunda mayor afinidad
para el VEGE. Aunque no sea tan especifico, el receptor
flk-1 no comparte las afinidades con las células del sistema
inflamatorio, como por ejemplo, monocitos o células
cancerosas, al contrario del receptor flt -1. En un reciente
y elegante trabajo de la Universidad de Leuven, se hizo un
importante descubrimiento con implicaciones terapéuticas
para el futuro, sea cual sea, la relativa especificidad del
VEGF-B en términos de su actividad angiogénica en el tejido
miocardico isquémico®'.

En el mecanismo de la angiogénesis, debido al crecimiento
vascular en forma de brote vascular, es posible determinar los
siguientes pasos de manera simplificada:

a) vasodilatacion inicial, proceso que envuelve el 6xido
nitrico y VEGF*;

b)  aumento de la permeabilidad vascular en respuesta
al VEGF, como extravasacion de proteinas plasmaticas que

funcionan como un soporte para la migracion de las células
endoteliales (CE). El aumento de la permeabilidad es producido
por la formacién de fenestraciones érgano-vesiculares y por la
redistribucién de las moléculas de adhesion celular endotelial
plaquetaria®;

c) degradacion proteolitica de la MEC: las proteinasas
exponen proteinas de la MEC degradada, como colageno IV'y
mondmero de colageno fibrilar, que inducen a la migracion de
CEy CML*.

Los tres pasos descritos envuelven mecanismos enzimaticos
que incluyen la Ang2, un inhibidor de TIE2%, proteasas
activadoras del plasminégeno, metaloproteinasas (MMP) de la
MEC, y cinasas o familia de las heparinasas.

Todas as proteasas influyen en la angiogénesis a través de la
degradacion molecular proteolitica de la MEC, y de la activacion
y liberacién del factor de crecimiento, como bFCF, VEGF y
IGF1, secuestrado en la matriz extracelular (Cuadro 8 en la
Figura 2)*. También ejercen una accion proteolitica o factor de
crecimiento transformador (FCT), y la activacion proteolitica de
quimioquinas angiogénicas como el IL-1. O sea, que durante
la remodelacién vascular por brotacién, ocurre la degradacion
proteolitica, incluyendo los activadores de plasmindgeno como
la urocinasa activadora del plaminégeno (UPA) y su inhibidor
PAI-1, matriz metaloproteinasas (MMPs) e inhibidores de la
metaloproteinasas de los tejidos (TIMPs), heparinasas, quinasas,
tirosinasas y cadherinasas®’.
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Formacién de los plexos vasculares primarios del mesodermo, durante la fase embrionaria. Los hemangioblastos y la bipotencialidad de sus precursores
representa el paso intermedio de los precursores endoteliales (los angioblastos); en la etapa embrionaria, forman la red vascular primitiva llamada vasculogénesis y en
la vida adulta, se expanden y se remodelan, conllevando a la angiogénesis (Cuadros 3 y 4). En el Cuadro 5, esta la fase de estabilizacion, representada por la union de
las CE por la accion del VEGF y del FCDP-B, que recluta los pericitos y las células del musculo liso, cubriendo las células endoteliales durante la estabilizacion del vaso.
La angiopoietina — 1 (Ang-1) y FCT-b1 estabilizan el vaso naciente. La Ang-2, en la ausencia de factores de crecimiento, provoca la regresion del brote naciente. En el
Cuadro 6, aparecen los procesos angiogénicos de intususcepcion y por brote. En los Cuadros 7 y 8, estan las fases de remodelacion y maduracion del vaso naciente.
CML: células del musculo liso; PCT: pericitos. Union del VEGF con las células endoteliales (CE), FCDP-f recluta pericitos (PC). Adaptado de Carmeliet.
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Al analizar el papel critico de la degradacién proteolitica
de la MEC en el crecimiento y en el mantenimiento del brote
angiogénico, deben ser considerados los limites de tiempo
de ese proceso. El proceso también debe ser equilibrado,
porque una degradacién insuficiente impide que las células
vasculares dejen sus posiciones originales. Por otro lado, la
excesiva degradacion trunca el apoyo vy la orientacién para
la migracién de las CE y por ende, también la angiogénesis*®.

En el proceso de la angiogénesis, una vez producida
la degradacién proteolitica de la MEC, seguida por la
fragmentacion de la membrana basal, se produce la
migracién quimiotactica de las células endoteliales a
través de la membrana basal. Para que eso ocurra, se hace
necesario que las conexiones intercelulares endoteliales
estén degradadas. Cuando las CE migran para formar nuevos
brotes, la MEC sufre una degradacion proteolitica y cambios
en su composicion (Figura 3).

La migracién de las CE ocurre 24 horas antes de los
siguientes procesos:

a) proliferacion;

b) adhesion y reestablecimento de contactos intracelulares;
) formacion del lumen vascular;

d) maduracién funcional del endotelio.

Como se puede apreciar, las proteasas desempefan un rol
critico en el proceso de la angiogénesis®.

La estimulacién del VEGF sobre los receptores de la membrana
tirosina-quinasa de las células endoteliales vasculares, se expresa
a través de miembros de genes Src de la familia de las tirisina-
quinasa, como el Src, Fyn, Yes, que regulan mltiples funciones
intracelulares. En primer lugar, el Src, Fyn 'y Yes desempefan cada
uno, un papel Gnico en el sistema de sefalizacion mitogénica
del VEGF. En segundo lugar, contribuyen para la modulacion del
VEGF en la migracion celular. En tercer lugar, Fyn desempefia un
papel tnico en la induccién de VEGF para la formacién del tubo
neovascular. El Fyn tiene un efecto regulador negativo sobre la
migracion y la estabilizacién del tubo neovascular inducido por
el VEGFE. Esos resultados suministran pruebas directas de que

Estadio 0 de la angiogénesis: vaso estable - Componentes mayores
que un capilar normal que puede estar involucrado en el proceso de
angiogénesis.

Estadio 2 de la angiogénesis: formacion de un nuevo canal

MB: membrana basal, CE: células endoteliales; H: hematies; P: Plaquetas; MEC: matriz extracelular; MF: macréfago; MT: mastocito.

Estadio 3 de la angiogénesis: Maduracion de un nuevo vaso.

Esquema detallado del proceso de la angiogénesis, que aparece en el estadio 1: dilatacién del vaso, activacion de las células endoteliales, activacion de
las plaquetas, secrecion de los activadores del plasminogeno y enzimas proteoliticas, desgranulacién de mastocitos, activacion de macréfagos, ruptura de la membrana
basal y aumento de la permeabilidad con la salida de la fibrina y otras proteinas; en el estadio 2: formacion de pseuddpodos, degradacion de la matriz extracelular,
migracion de células endoteliales para el espacio extravascular con su proliferacion y formacién de brotes de tejido vascular; y en el estadio 3: nueva membrana basal
y maduracion de la nueva pared vascular para el establecimiento del flujo sanguineo, formacién de tubos y conexiones, ademas de nuevos vasos.

Arq Bras Cardiol 2011;97(6):e140-e148
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Src, Fyn y Yes tienen un importante papel en la regulacion del
VECF en los eventos intermediados por las células endoteliales®.

La existencia de tubos con pericitos refleja el rapido inicio
de la participacion del pericito en la angiogénesis intususceptiva
(ver Cuadro 4 de la Figura 2). La creacién de una red vascular
funcional exige que los brotes vasculares emergentes maduren y
permanezcan funcionales a lo largo del tiempo. La asociacion del
pericito y del CML con los brotes de reciente formacién de las CE,
regula su proliferacion, supervivencia, migracion, diferenciacion,
ramificacién vascular, flujo sanguineo y permeabilidad vascular.
La participacién rapida de los pericitos en el desarrollo de
la microvasculatura tiene importantes implicaciones para la
intervencion terapéutica en muchas enfermedades*.

El flujo sanguineo, con su presion sobre la nueva pared
vascular, interactGa de forma integrada y dindmica con el
citoesqueleto y la MEC. El flujo sanguineo continuo estimula la
proliferacion de las células endoteliales y regula el VEGE, integrina
aVb3, PECAM-1 y VE-cadherina. La tension de cizallamiento
(“shear stress”), estimula la proliferacion de las células endoteliales
y por ende, aumenta el didmetro del vaso*.

La MEC suministra los contactos necesarios entre las CE y los
tejidos circundantes, impidiendo que los brotes neovasculares se
degeneren. Una matriz de colageno intersticial y elastina entre
las células vasculares, ofrece propiedades de viscoelasticidad
y resistencia a la pared del vaso. La MEC también regula
la formacién del nuevo brote vascular. Cuando las células
endoteliales migran para formar nuevos brotes vasculares, la
matriz no solo se rompe proteoliticamente, sino que también su
composicién se altera. Las proteinasas exponen nuevos epitopos
en las proteinas de la MEC (por ejemplo, el coldgeno IV), o alteran
su estructura (mondémeras de colageno fibrilar), lo que conlleva a
la migracion de las CE y CML*. Ademds de eso, la fibronectina,
fibrina y otros componentes de la matriz suministran un mosaico
de sustentacion para el apoyo y las orientaciones de las CE.

Las integrinas son receptores de superficie celular especificos
de laMEC que, por transmisién de informaciones bidireccionales
entre el exterior y el interior de las células vasculares, ayudan
a construir nuevos brotes vasculares de manera coordinada.
Las integrinas a5B3 y a5B5 han venido siendo, desde hace
ya mucho tiempo, consideradas un regulador positivo de la
angiogénesis, porque sus antagonistas farmacolégicos suprimen
la angiogénesis patologica®.

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (FCDP) -
y de su receptor FCDP-RB, desempena un papel esencial en la
estabilizacion de los vasos sanguineos nacientes, reclutando células
mesenquimales FCDP-Rp positivo. La falta de reclutamiento de las
CE tienen como resultado un crecimiento neovascular patoldgico,
lo que provoca: la alteracion de la permeabilidad neovascular, la
fragilidad neovascular, el sangramiento, la insuficiencia de perfusion
e hipoxia en embriones que les falta FCDP-B*. En vez de eso, una
combinacion de FCDP-By VEGF resulta en la formacién de brotes
vasculares mas maduros que una monoterapia con cualquier uno
de los factores. Eso es muy importante para el futuro desarrollo de
estrategias terapéuticas de la angiogénesis.

Otro sistema de senalizacion involucrado en el mantenimiento,
crecimiento y estabilizacién del brote neovascular naciente, es
el receptor TIE-2, que liga las angiopoietinas Ang-1 y Ang-2. A
diferencia de la Ang-2, que activa la TIE-2 en algunas células,

pero bloquea el TIE-2 en otras, la Ang-1 activa consistentemente
el receptor TIE-2. La Ang-1 a su vez, compacta los brotes
neovasculares nacientes, a través de las moléculas de adhesién
y genera una interaccién entre las CE de las paredes como un
adhesivo de proteinas y la contraccién de pericitos. La actividad
angiogénica de la Ang-2 esta en la sinergia con el VEGF para
estimular la angiogénesis en el corazén, pero cuando los signos
no son suficientes, causa la muerte de las CE y la regresion del
brote neovascular naciente. O sea, que los signos de activacién
TIE-2 deben funcionar como una bascula de precision®.

2. Fase intermedia: la estabilizacion del nuevo brote
neovascular inmaduro.

El brote naciente neovascular se estabiliza a través del
reclutamiento de las células murales y por la generacién de
una nueva MEC. Por lo menos cuatro vias moleculares estan
involucradas en la regulacién de ese proceso: FCDP'y su receptor 3
(FCDP-RP); esfingosina-1/fosfato-1 (S1P1); factor de diferenciacién
endotelial (receptor proteina esfingosina G-1 (EDG1); Ang1-TIE-2
y el FCT. El FCDP-B es segregado por la CE, tal vez como respuesta
al VECE. Aunque el FCDP- esté expresado por las CE y las células
murales, son ésas las responsables durante la fase de maduracién
de la angiogénesis. También son esenciales para la formacién
y la estabilizacién del brote neovascular, los receptores TIE-1 y
TIE-2, y los dos ligadores para TIE-2, como Angl y Ang2. Las
principales fuentes de Angl y Ang2 son respectivamente, las CE
parietales y las CE de los érganos especificos. El Ang1 es conocida
por la estabilizacion de los brotes vasculares emergentes y por
hacerlos resistentes a la fuga entre las conexiones intercelulares.
En la ausencia de VEGF, la Ang2 acttia como un antagonista de la
Ang1 y desestabiliza el brote neovascular naciente, conllevando,
finalmente, a su regresién. En presencia de VEGE, Ang?2 facilita
la angiogénesis. El FCT-B1 es una citoquina multifuncional que
genera el ciclo de maduracién del brote neovascular en desarrollo
por la estimulacién de la MEC, al estimular la induccién y la
diferenciacion de las células mesenquimales en CE murales*.

3. Fase final: maduracion vascular de la angiogénesis
fisiologica

Los determinantes moleculares de maduracién neovascular
pueden ser agrupados en tres categorfas: 1) Unién de los factores
de crecimiento a un tipo de receptor celular, con su efecto
correspondiente; 1) Regulacién molecular de las interacciones
celulares; I11) Regulacién molecular de las interacciones entre las
células endoteliales y la matriz extracelular.

) Unién de los factores de crecimiento a un tipo de receptor
celular, con su correspondiente efecto:

a) Receptores de CE flt1y, flk1 (VEGF-R1, VEGF-R2): 1)
Regulacion de las proteasas en la organizacion de la MEC; 2)
Generacién de la MEC provisional, que permite aumentar la
permeabilidad; 3) Regulacién del FCDP-B, que recluta las células
para estabilizar la pared del vaso naciente; 4) Supresién de la
apoptosis en los vasos nacientes; 5) Estabilizacion de las CE.

b) FCDP-RB; Angl/TIE-2: 1) Promocién de proliferacién,
migracién y reclutamiento de las células murales; 2) Estabilizacién
de vasos nacientes, lo que facilita las interacciones entre las
junciones intercelulares (CE-CE, CE-MEC); 3) Supresion de la
apoptosis de las CEc.
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©) Ang2/TIET: induce a la apoptosis de las CE, en ausencia
de VECF.

d) Ang1/TIET: coordinan la polaridad vascular.
e) FCT-B1/FCT-BRII:
1) Promueven la produccion de proteasas y MEC.

2) Promueven la diferenciacion de fibroblastos para
miofibroblastos.

f) FCT-B1/ALKT regulan la proliferacién y la migracion de CE.
g FCT-B1/ALK5: regulan la maduracién de los nuevos vasos.

h) FCT-B1/ALK1 y la endoglina: promueven la especializacién
arterial y venosa.

1) Regulaciéon molecular de las conexiones intercelulares:
a) V cadherina: forma las uniones entre las CE.
b) N-cadherina: conecta las células de la pared celular y las CE.

) Conectinas: establece conexiones entre las CE y las CE y
células parietales.

1) Regulacién molecular de las interacciones entre las CE y
la MEC:

a) a5p1, a1p1, a2B1, avp3, avp5: supresién de la apoptosis
de CE.

b) Proteasas: en su accién enzimatica promueven la produccién
de laMEC, como por ejemplo, la segmentacién del coldgeno XVIII

para endostatina, el plasmindgeno, la angiotensina y proteasas
como MMP2 y PEX.

©) Proteasas inhibitorias: evitan la degradacion proteolitica de
la MEC para estabilizar el vaso.

Esos datos sustentan de forma consistente, la hipétesis de que
Ang2 y VEGF conllevan a la formacién de los brotes neovasculares,
mientras que Ang1 estd involucrada en la estabilizacién del brote
por interaccion de las CE y de la célula mural*®.

3.1. Formacion del lumen vascular

Durante el proceso de angiogénesis, ocurre la migracién y
la proliferacién de CE por aproximadamente 24 horas, periodo
durante el cual las proteasas tienen un papel crucial®. La
proliferacién queda registrada al nivel de las CE y CML*.

El proceso de formacion del lumen vascular es una fase
coordinada de adhesién molecular-celular durante la extension
del vaso sanguineo. Las moléculas especificas responsables de
la extensién del vaso no se conocen muy bien*.

El receptor TIE-2 y de CE es necesario para el desarrollo de
los vasos sanguineos, como también para su mantenimiento y
reparacion. La Ang fue identificada como un ligador especifico
para el receptor TIE-2. Como ya se ha dicho, Ang-1 es un agonista
de los receptores TIE-2 que promueve la supervivencia de las CE
y reduce la permeabilidad vascular®.

En contraposicién con la Ang-1, la Ang-2 fue inicialmente
descrita como un antagonista que bloquea la TIE-2/Ang-1 y
que conduce a la activacion del TIE-2, lo que resulta en la
apoptosis de las CE. En el sistema de senalizacién de las CE
para su supervivencia y migracion, el TIE-2 es un componente
esencial en el desarrollo de la vasculogénesis embrionaria,
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como también de la angiogénesis en el adulto. Algunos trabajos
recientes identificaron una proteina tirosina fosfatasa beta como
una nueva CE-fosfatasa especifica que regula la sefializacion Ang-
1-TIE-2 de las CE. Asi, algunas estrategias dirigidas para HPTP-B
pueden ser beneficiosas para la sefalizacion de la Angl y por
tanto, mejoran la formacién y la maduracién de los neovasos en
el contexto de la angiogénesis terapéutica. Ademas, podemos
concluir diciendo que la hipoxia aumenta la expresion de HPTP-B
y que reduce la fosforilacion de la TIE-2, lo que nos da un nuevo
horizonte sobre el papel potencial de la angiogénesis del HPTP-p.
La induccién de HPTP-B por la hipoxia, puede representar un
importante mecanismo regulador de activacién del TIE-2 en la
angiogénesis patologica®.

Como colofén, podemos afirmar que las CE tienen un receptor
tirosina-quinasa selectiva; el TIE-2 y sus ligadores, la angiopoietina
Ang-1y Ang-2, a su vez, son esenciales para el mantenimiento
y la reparacion de los vasos sanguineos. La Ang-1 es un agonista
de la activacién de los receptores TIE-2. Sin embargo, la Ang-2
es contexto-dependiente, o sea, que puede ser antagonista o
agonista. La proteina tirosina-fosfatasa beta (HPTP-f), desempefia
un papel relevante en la supervivencia de las células endoteliales,
modulando la sefializacién de Ang-1-TIE-2.

3.2. Permeabilidad neovascular

ElI VEGF conlleva a la proliferacién y a la migracién de las CE
en el proceso de la angiogénesis. Fue inicialmente identificado
como factor de permeabilidad vascular (VPF). Muchas
evidencias sugieren que la angiogénesis viene precedida y/o
seguida del aumento de la permeabilidad®.

Los mecanismos por los cuales VEGF/VPF aumentan la
permeabilidad vascular (PV), contintan siendo desconocidos.
Murohara et al®" identifican el éxido nitrico (ON) en la regulacion
de la PV, mientras que Van Der Zee et al** identificaron, in vitro,
que el VEGF/VPF estimula la produccién de ON en el endotelio
macrovascular.

Isner* demostrd la accién sinérgica entre ON y las
prostaciclinas producida por la interaccién del VEGF/VPF
con su receptor Flk-1/KDR/VEGF-R2 como mediador de la
permeabilidad vascular inducida por VEGF/VPF, constituyendo
una propiedad UGnica del VEGF/VPF entre las citocinas
angiogénicas. Cuando las proteasas fueron evaluadas por su
capacidad de aumentar la permeabilidad por el test de Miles, el
VEGF fue el tinico que aumenté la permeabilidad. Sin embargo,
su mecanismo de accién no se conoce. El 6xido nitrico ha
sido usado como un factor regulador de la permeabilidad,
dependiendo de su concentracién local*.

Existen tres tipos diferentes de permeabilidad vascular:

1) permeabilidad de la membrana basal vascular (PBV),
presente en los tejidos normales;

2) aumento de la permeabilidad vascular producido en
respuesta a una (nica y a una breve exposicién a la VEGF-A
0 a otros agentes;

3) aumento crénico de la permeabilidad vascular, que
caracteriza la angiogénesis patologica.

Finalmente, observamos que el VEGF-A varia
significativamente en diferentes cepas del ratén, y que es
probable que la respuesta de la permeabilidad, tanto basal
como inducida por algunos factores, también sea diferente en
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ratones caseros con diferentes estructuras genéticas, aunque
eso todavia no haya sido investigado de forma sistematica®.

Il. Respuestas de las Células Vasculares a la
Hipoxia

La hipoxia conlleva al aumento de la sefializaci6n a través de
la transcripcion del FIH-1.

1. Células endoteliales

Existen dos mecanismos identificados en la hipoxemia que
estan ligados a la angiogénesis o a su bloqueo: uno, el que genera
la proliferacién y la supervivencia a través de CE por la activacion
de los receptores VEGF de sefializacion y expresion de eNOS, y
otro, el que inicia la apoptosis. Los resultados pueden depender
de la gravedad de la hipoxia. La hipoxemia moderada genera,
principalmente, la proliferacién y la supervivencia mientras que
la hipoxemia grave, que se acerca a las condiciones anaerébicas,
puede causar una apoptosis significativa. In vivo, la acumulacién
de FIH proveniente de la apoptosis de CE no ha sido reportado®.

2. Células musculares lisas vasculares

Tal como ocurre con las células endoteliales, la hipoxemia
grave provoca apoptosis de las CML, mientras que la hipoxemia
moderada aumenta su proliferacion. Inducida por la hipoxia, la
expresion de la ciclo-oxigenasa (COX)-2 y FCDP-B es importante
para los receptores de CML, que estimulan su proliferacion. El
mecanismo preciso no se conoce, pero una posibilidad es que el
MT1-MMP actiie como una molécula accesoria de la actividad
proteolitica asociada con el receptor FCDP-3%.

3. Macrofagos

En respuesta a la hipoxemia tisular, un gran ndmero de
monocitos es reclutado de la circulaciéon hacia los tejidos
hipéxicos, donde se diferencian en macréfagos. Varios factores
y proteinas en los tejidos hipoxicos contribuyen para el
reclutamiento de los monocitos, a saber: proteina-1 (MCP-1),
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