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L’angiogenesi és la formacié de vasos sanguinis a partir de vasos
ja formats. Aquest procés biologic ha pres molt de relleu en
Pambit de la investigacié biomedica sobretot a partir de les idees
de Judah Folkman relatives al paper d’aquesta en el creixement 1
disseminaci6 dels tumors. Aquestes propostes foren formulades
ja fa uns 30 anys , i han fet meréixer al seu autor el reconeixement
cientific amb el Premi Princep d’Asturies d’enguany. Segons
Folkman les celelules tumorals es mantenen inicialment en un
estat quiescent. Quan es dispara 'angiogenesi, els tumors creixen
i poden fer metastasi.

Si un tumor no experimentés angiogenesi no creixeria per
sobre de 1-2 mm de diametre, ja que li faltaria I'oxigen i els
nutrients necessaris per sobreviure. Aix{ doncs, perque un tumor
pugui créixer necessita segregar factors i senyals quimiques
angiogéniques.

Aquest fet ha promogut la investigacié d’aquestes senyals
per tal de poder-les inhibir i poder aturar la progressié dels
tumors neoplassics, és a dir, en busca de 'anomenada terapia
antiangiogenica.

De forma esquematica es patla que en el procés de 'angiogenesi
hi ha quatre etapes basiques:
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Figura 1. Anatomia de I'ull del pollastre, on es
pot veure la localitzacié del pecten.

1) Desestabilitzaci6 del vas existent: les celelules endotelials del
“vas mare” hidrolitzen la seva membrana basal i es produeix
una dissociacié de les celelules de la paret vascular (celelules
musculars llises, principalment). S’ha postulat que aquest pas
estaria principalment controlat per 'angiopoietina 2.

2) Proliferaci6 de les celelules endotelials: un cop les celelules
endotelials estan alliberades, aquestes son estimulades
pel VEGFE (Factor de Creixement de I'Endoteli Vascular)
resultant una proliferacié permetent disposar de noves
celelules per construir els nous vasos.

3) Associacié de les celelules endotelials: tot seguit, les
celelules endotelials es coleloquen formant estructures
tubulars i formen la membrana basal. Aquest pas esta
controlat sobretot per 'angiopoietina 1.

4) Estabilitzacié dels vasos formats. Els nous vasos
interaccionen amb les celelules de la paret vascular
augmentant aixi la seva resistencia a I'apoptosi. En aquesta
fase hi participen el VEGF i I’Angiopoietina 1.



Figura 2. Imatge del pecten de I’Elanus notatus. Es
poden observar dues fovees i a extrem dret inferior de
la imatge es pot visualitzar el pecten oculi d’aquesta au.

La regressi6 vascular, el pas invers,
constaria només de dues fases :

1) Desestabilitzacié dels vasos, que es
produiria de la mateixa manera que en
I'angiogenesi.

2) Apoptosi de les celelules dissociades
a causa de l'absencia de lexpressié de
VEGF en presencia  d’Angiopoietina
2 (que és lencarregada de la deses-
tabilitzacio).

El procés de I'angiogenesi no només té
importancia avui en dia en la seva possible
utilitzacié en la terapeutica del cancer
—fet que la va popularitzar en 'ambit de la
investigacié biomedica- siné també dins
d’un gran ventall de patologies :

A) Malalties cansades per un increment anormal

d’angiogénesi:

Multiorganica: Cancer,  malalties
autoimmunes.

Vassos  sanguinis:  Malformacions
vasculars, Sindrome DiGeorge,
Hemangioma cavernds, aterosclerosi,
arteriopatia del trasplantament.

Teixit adip6s: Obesitat

Pell: Psoriasis, dermatitis al*lergica,

sarcoma de Kaposi en malalts de SIDA,

granulomes.
Ulls: Sindrome d’hiperplasia persistent
del vitti, retinopatia diabeética,

neovascularitzacié coroidal, retinopatia
de la prematuritat.

Pulmé: Hipertensié pulmonar primaria,
asma, polips nasals

Intestins: Malalties inflamatories, ascitis,
adhesions peritoneals.
Aparell reproductor:
quists ovarics, hiperestimulacié ovarica.

endomettiosi,

Ossos i articulacions: artritis, sinovitis,
osteomielitis, formacio d’osteofits.

B) Malalties cansades per una insuficient
angiogénesi o regressid vascular:

Sistema nervids: Malaltia d’Alzheimer,
Esclerosis Lateral Amiotrofica, Ictus.
Vasos sanguinis: Arteriosclerosis, hiper-
tensi6, diabetis, reestenosis.
Gastrointestinal: Ulceres gastriques o
bucals, Malaltia de Crohn.

Pell: Perdua de cabell, purpura, telan-
gectasia, formaci6 de varices.

Aparell reproductor: Pre-eclampsia,
menorragia.

Pulmé: Distrés respiratori del neonat,
fibrosi pulmonar, emfisema.

Rony6: Nefropatia

Ossos: Osteoporosi, fractures ossies.

Les molecules relacionades amb I’angio-
genesi sén moltes. En el meu treball m’he
centrat només en algunes d’elles i els
seus receptors: VEGE, Flt-1 (VEGFR1)
i KDR (VEGFR2), les angiopoietines
(1 i 2), el PEDF i la N-caderina. A
continuacié faig una breu descripcié de
cadascuna d’elles:

VEGF (Factor de Creixement
Endoteli Vascular): Aquest factor actua
especificament sobre Iendoteli pro-
movent la proliferacié i supervivencia de
les celelules endotelials i "augment de la

permeabilitat dels vasos.

Receptors VEGF: S’han caracteritzat
tres receptors per al VEGF: VEGFR-
1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1 o KDR)
i VEGFR-3 (Flt-3). Aquest ultim, el
VEGFR-3, no ha estat estudiat en aquest
treball, ja que esta implicat en la formacio
dels vasos limfatics.

El VEGFR-2 (KDR)
proliferacié endotelial i la permeabilitat

augmenta la
dels vasos.

S’ha postulat que el VEGFR-1 o Flt-1
actuaria com un receptor “reclam”, ja que
s’ha descrit que el domini extracelelular
del Flt-1 té una afinitat 10 vegades més
gran que el KDR, mentre que activitat
tirosinquinasa del Flt-1 és un ordre de
magnitud inferior al KDR.

El Flt-1 té una forma soluble (Flt1-s) que
s’uneix al VEGF pero que no posseeix
cap domini tirosinquinasa (és un receptor
truncat). El nostre laboratori va ser el
primer en descriure dues formes del sFlt-
1 de pollastre .

Angiopoetines: Les angiopoetines son
proteines amb importants funcions en el
desenvolupament vascular i 'angiogeénesi.
s’uneixen

Totes les angiopoetines

amb similar afinitat a un receptor
tirosinquinasa especific de les celelules

endotelials (Tie-2).

Ang-1:
glicoproteina  de

I’angiopoetina-1 ~ ¢és
70-kd  que
el receptor Tie-2 produint la seva
Malgrat I’Ang-1
no causa una proliferacié endotelial

una
activa
fosforilitzacio. que

significativa en els cultius, és essencial per
a la supervivencia de 'endoteli.

Ang-2: La funci6 de ’Ang-2 al unir-se al
Tie-2 varia en funcié del teixit, ja que en
alguns l'activa i en d’altres I'inhibeix.

La seva principal funcié és convertir
els vasos en més inestables i per tant,
deixar-los en una posici6 més plastica
(facilitant P'angiogenesi o la regressio
vascular depenent del VEGE, com ja
s’ha explicat). En el nostre laboratori
s’ha caracteritzat la primera isoforma
de P'angiopoietina 2 i se n’ha determinat
Pestructura del gen .

PEDF: Les seves inicials corresponen
al nom de Factor Derivat de I’Epiteli
Pigmentari  (en  angles:  Pigment
epithelium-derived factor). Entre les
seves funcions s’ha descrit que és un
potent inhibidor natural de ’angiogenesi
en I'ull.

N-Caderina: Hem N-
Caderina (la inicial N indica que és
d’origen neural) basicament perque ha

estudiat la

estat estudiada previament per un grup
alemany en el pecten de pollastre i ens
ha servit de control i punt de referencia.
A més a més, es postula que és un
marcador d’invasié tumoral.

Com s’ha pogut comprovar, s’han estudiat
principalment factors pro-angiogenics,
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pero també s’ha volgut afegir a la llista
de molecules estudiades un factor anti-
angiogenic. Aquest fet és interessant ja
que s’esta tendint dltimament a enfocar
I'angiogenesi i la regressié vascular com
el resultat d’un equilibri de forces.

També cal constatar que el fet d’explorar
I'expressié de diverses molecules -i no
només centrar-se en una- té un cert
encant ja que cada cop es sol investigar
més quin és el paper d’una molecula
en relacié6 amb d’altres per tal de poder
explicar com funciona I'angiogenesi.

El pecten oculi:

El pecten oculi és un conglomerat
de vasos sanguinis que es troba en
I’humor vitri dels ulls de les aus. Aquesta
estructura vascular va ser descrita per
primera vegada el 1676 per C. Perrault.
Ha estat estudiada en profunditat des de
I'anatomia i la histologia durant el seu
desenvolupament embrionari i en adult.
La funcié del pecten ha estat motiu de
controversies. Una de les funcions que
se li ha adjudicat és la de formar una
barrera entre la retina i la sang. A part
d’aquesta funcié de barrera, la hipotesi
més convincent sobre la seva funcié dins
de T'ull seria la de subministrar Paport
nutricional en la retina avascular propia
de les aus. Tanmateix, seria dificil explicar
la perfusié per part del pecten de la retina
pel mecanisme de la difusié ja que les
distancies sén enormes per a aquest
sistema. Per aquesta ra6 s’ha postulat que
els moviments sacadics de I'ull podrien
justificar que el pecten sigui, de fet,
I'encarregat de la nutricié de la retina .

El pecten oculi de pollastre presenta

diversos avantatges com a model

experimental:

1) Es observable macroscopicament i
microscopicament.

2) Es de facil obtencié.

3) El curt cicle embrionari del pollastre
(21 dies).
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4) La possibilitat de mantenir-lo viu in
vitro per a poder analitzar la seva resposta
a determinats estimuls.

Malgrat totes aquestes caracteristiques
del pecten oculi, encara mai s’havia
estudiat amb  profunditat
correlacionen els canvis morfologics del

com €S

pecten durant el seu desenvolupament
amb la seva expressié genica pel que fa a
P'angiogenesi, que ha estat el motiu de la
meva investigacio.

Resultats:

El que he fet en el meu treball ha
estat analitzar per RT-PCR (fer una
amplificacié per PCR a partir de RNA
amb un enzim retrotranscriptasa) i
analitzar les mateixes molecules amb
analisi Northern amb sondes de RNA

per a les moleécules citades anteriorment.

A continuacio es mostren les conclusions
a partir dels resultats obtinguts:

Figura 3. Imatge de microscopia optica (x600 augments) del pecten de pollastre de 16 dies d’embriogenesi.
Es pot observar en aquesta mostra tenyida amb Hematoxilina/Eosina la gran quantitat de vasos sanguinis
presents en el pecten, aixi com la preséncia de célelules pigmentades. Agraeixo la col*laboracié d’Agustin
Garcia en 'obtenci6 d’aquesta preparacié i fotografia.
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" L’expressio de VEGF en el pecten de
pollastre augmenta lleugerament durant
el desenvolupament embrionari des del
dia 10 fins al naixement.

* Els receptors del VEGE, KDR i Flt-1,
mostren ambdés un patré d’increment
d’expressié a nivell de PARN missatger.
Tanmateix, l'augment del Flt-1 ¢és
més preco¢ que el del KDR segons la
RT-PCR. Les dues formes del sFlt-1
presenten un patré d’expressio similar al
del Flt-1. I’augment d’ambdés receptors,
Flt-1 i KDR, podria explicar que malgrat
el VEGF no augmenti excessivament
d’expressio, el seu efecte a nivell celelular
podria ser més gran a mesura que avanga
el desenvolupament embrionari del
pecten de pollastre.

Langiopoetina 1 presenta un maxim
d’expressié al dia 16. Segons aquest
patré podria tenir un paper important
en l'adquisicié de propietats de barrera
hematica o encefalica per part del pecten.

* Pel que fa a I’Angiopoetina 2 podem
concloure que presenta com en el cas del
VEGF una expressié elevada al llarg del
temps.

El PEDF, molécula antiangiogénica,
presenta un  considerable  increment
d’expressi6 al llarg del desenvolupament.

? Finalment, indicar que la N-
Caderina presenta un maxim d’expressié el
dia 12.

Els resultats d’aquests experiments han
permes al nostre laboratori poder conéixer
I'expressié fisiologica d’aquestes molecules
angiogeniques. Amb aquestes dades hem
pogut seleccionar I'edat del pecten idonia per
tal de fer experiments d’induccio-repressié
d’aquestes mo-lecules per part de I'inhibidor
del proteasoma (un nou farmac antitumoral
en fase d’assaig clinic en diferents tipus de
tumors i ja aprovat als EUA per al tractament
del mieloma multiple). Els resultats d’aquest
ultim experiment han estat motiu d’una
recent publicacié. Malgrat aquests resultats,
encara queda molt de cami per comprendre
del tot la fisiologia de I'angiogenesi en el
pecten oculi embrionari.

Figura 4. Imatge de microscopia electronica d’escombratge del pecten de pollastre. Els
plegaments surten del disc optic (inferior). El gran nimero de vasos sanguinis apareix com
un densa xarxa en la superficie del plegaments. Barra: 100 micres x 170. Publicat a: Gerhardt
H, Liebner S, Wolburg H. The pecten oculi of the chicken as a new in vivo model of the
blood-brain barrier. Cell Tissue Res 1996 Jul;285(1):93.

Com a conclusi6é final, també indicar que un millor
coneixement de Ilangiogénesi fisiologica ens ha de
permetre poder dissenyar noves estratégies terapeutiques
per tal de curar malalties relacionades amb una angiogenesi
patologica (ja sigui per excés com per deficit). Fins ara s’ha
investigat molt en buscar correlacions i detectar els factors
implicats en 'angiogénesi, perd encara no s’ha profunditzat
en el seus mecanismes de regulacié i funcionament. Per
aquest objectiu caldra tenir en compte els gens implicats,
el paper dels ARN missatgers i les proteines, pero sense
oblidar el paper que poden desenvolupar en aquest camp
els ARN reguladors, que cada cop s’estan mostrant més
implicats en la quimica de la vida.

Agraiments:

No vull acabar aquest article sense agrair I'esforc realitzat
pels Drs. Cristébal i Jovita Mezquita en el seu “Programa
d’introduccié a la recerca” de la Facultat de Medicina de
la UB. També vull agrair la colelaboracié de la Montserrat
Pau, Agustin Garcia i Betlem Mezquita pel seu suport i
colelaboraci6 al llarg del treball realitzat en el laboratori.
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