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Abstract

Angiogenic effect of sildenafil in a chicken egg model

Background: Angiogenesis is a complex process. Phosphodiesterase inhibitors may have a direct
angiogenic effect. Aim: To determine if phosphodiesterase inhibitors have angiogenic properties, using a
chicken egg model. Material and Methods: We used 44 fertilized chicken eggs. A methylcellulose filter was
placed over their allantocorionic membrane. This preparation was instilled with different solutions. Group
A (Control) received 30 pl of saline solution, Group B, C and D received 30 pl of a solution made of saline
solution and sildenafil at different concentrations of 0.33, 1 and 3.3 pg/pl, respectively. At day 12 the filters
were removed, prepared for histologic analysis, and the number of capillaries in an area of 2250 pm? were
blindly counted. Statistical analysis was made using variance analysis (ANOVA) with Bonferroni technique
(p <0.001). Results: The number of capillaries counted, per 2250 pm?, in Groups A, B, C, and D were 11.1
+0.5,154+1.2,16.6 £0.8 and 19.2 + 0.9, respectively. The number of capillaries of groups B, C and D
were significantly higher than those of group A (control). Moreover, there was a linear relationship between
the number of capillaries and sildenafil dose (p < 0.001). Conclusions: In this experiment, sildenafil had a
potent angiogenic effect.
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Resumen

Introduccion: El proceso de angiogénesis es un proceso complejo. El uso de factores proangiogénicos
esta bien establecido. En este estudio se tratd de averiguar si los inhibidores de fosfodiesterasa, ademas de su
rol vasodilatador, tendrian un efecto angiogénico en los tejidos para evaluar su potencial uso terapéutico futuro
en injerto dermoepidérmico. Hipétesis: Se plantea como hipdtesis que el inhibidor de fosfodiesterasa tiene
un efecto angiogénico directo. Material y Método: Se utilizaron 44 huevos de pollo fecundados obtenidos
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del Instituto de Salud Publica (ISP), a los cuales se les implant6 un disco de metilcelulosa sobre la membrana
alantocoriodnica, a los que luego se les instilo distintas soluciones: Grupo A control, se instild 30ul de solucion
fisioldgica. Grupo B, C y D 30ul de solucion con Citrato de Sildenafil a una concentracion de 0,33 pg/pl, 1
pg/uly 3,3 pg/ul respectivamente. Al dia 12 se removieron los discos y se fijaron para analisis histoldgico y
se contaron de manera ciega los capilares en area de 2.250 um?, Analisis estadistico con método de analisis
de varianza (ANOVA) con técnica de Bonferroni (p < 0,001). Resultados: En Grupo A control, existia un
promedio de 11,09 capilares/2.250um? DS 0,52. Grupo B 15,35 capilares/2.250 pm? DS 1,19. Grupo C 16,62
capilares/2.250 um? DS 0,82. Grupo D 19,2 capilares/2.250 um? DS 0,89. Se encontrd que el numero de
capilares era significativamente mayor en los Grupos B, C y D en relacidon a control (p < 0,001). Ademas se
observo diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos que recibieron tratamiento con dosis
progresivas del Citrato de Sildenafil (p < 0,001). Conclusién: Se observo un efecto angiogénico del inhibidor
de fosfodiesterasa utilizado, lo que podria ser aplicado en modelo para estudiar angiogénesis en injertos.

Palabras clave: Sildenafil, angiogénesis.

Introduccion

La angiogénesis se puede definir como la forma-
cién de vasos sanguineos nuevos a partir de vasos
preexistentes, a diferencia de la neoangiogénesis en
que se forman a partir de células totipotenciales en
el periodo embriologico'. La angiogénesis ocurre
tanto en el periodo embriolégico como también en
distintos momentos de la vida, siendo un proceso
complejo que participa tanto en procesos patologicos
como también en multiples procesos fisiologicos
beneficiosos como son, la reparacion de los tejidos,
embriogénesis, ciclo menstrual, entre otros?.

Normalmente, las células endoteliales (CE) ma-
duras, se encuentran en etapa mitotica Go (Etapa de
reposo proliferativo), siendo una poblacion estable
que no prolifera bajo condiciones fisiologicas. A
pesar de esto, frente a situaciones de estimulacion
de la angiogénesis, las CE entran en fase de proli-
feracion activa durante los procesos de reparacion
fisiologica y patologica®. Asi, el nimero y densidad
de neocapilares formados en estos procesos guarda
directa relacion con el eventual éxito de la respuesta
fisioldgica o patologica que requirié de esta reactiva-
cién de las CE, como se puede ver por ejemplo en la
sobrevida de los injertos dermoepidérmicos>‘. Todo
esto ha generado un masivo interés por estudiar el
complejo fendmeno de la angiogénesis, entenderlo
y particularmente buscar la manera de regularlo a
través de sustancias que modifiquen, estimulen o
inhiban a los factores involucrados en este proceso.

La angiogénesis es un proceso altamente regu-
lado donde participan un gran nimero de factores
proangiogénicos como antiangiogénicos, dentro de
los que podemos nombrar a la angiostatina, VEGF,
entre otros’. La mayoria de los estudios acerca de
sustancias proangiogénicas se basan en factores de
crecimiento conocidos como VEGF y FGb. Ultima-
mente, han aparecido estudios de sustancias que en
un principio no se les asignd un rol en el proceso
angiogénico, como por ejemplo el Oxido Nitrico
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(NO)%’. De hecho, existen escasos reportes acerca
de su rol en la angiogénesis, enfocandose la mayo-
ria de los estudios en el efecto vasodilatador, por
estimulacion de la generacion de cGMP en células
musculares lisas (CML) vasculares!®!!,

Como se comentd anteriormente han aparecido
escasas investigaciones que evaluan el rol proan-
giogénico del NO, observandose en todos ellos una
estimulacion de la proliferacion endotelial y angio-
génesis mediada por VEGF!*!4, El rol del NO en el
proceso angiogénico se ha visto que tiene su génesis
en el aumento del cGMP, el cual estimularia la via
angiogénica del VEGF que actuaria en el promotor
de migracion y proliferacion de las células endote-
liales que se ensamblan en estructuras tubulares para
canalizar la sangre!>!¢. Algunos de estos estudios
han observado que en condiciones donde se incuban
células musculares lisas junto con NO, los niveles
de VEGF se incrementan de manera directamente
proporcional y que con la administracion de un an-
tagonista de la Oxido Nitrico Sintasa (NOS) ocurria
lo contrario!™!%.

Dentro de los factores involucrados en el proceso
de angiogénesis mediada por el NO se ha puesto
énfasis en la regulacién de una familia de enzimas
conocida como Fosfodiesterasa (PDE). Existen
multiples tipos de PDE, con distintas funciones.
Respecto a las PDE implicadas en los procesos de
angiogénesis se ha observado que la PDE1, PDE2,
PDE3, PDE4, PDES y PDE7 son expresadas en CE
afectando la migracion, proliferaciéon y apoptosis
de estas'?!.

Por otro lado tenemos a las ciclasas, que son
enzimas implicadas en la generacion de nucledtidos
ciclicos como son la guanilil ciclasa (GC) y la adenil
ciclasa (AC). Ambas enzimas aumentan los niveles
intracelulares de cGMP y cAMP, respectivamente.
La GC soluble activada por NO ha sido ampliamente
estudiada principalmente en su rol en la relajacion
de las CML vasculares, pero que ultimamente se ha
observado tendria efectos positivos en la migracion,
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proliferacion, crecimiento y organizacion de capila-
res en estudios in vitro y angiogénesis in vivo''#*%,

El Citrato de Sildenafil (SDF) se ha usado am-
pliamente como dilatador de las arterias penianas
en pacientes con disfuncion eréctil®. EL SDF es un
inhibidor selectivo de la PDES ¢cGMP especifica, la
cual cataliza la hidrolisis del cGMP. La inhibicion
de la PDES aumentaria los niveles de cGMP intra-
celular lo que llevaria a la relajacion de las células
musculares lisas vasculares (CML)%.

El SDF es un potente inhibidor de PDES (IC50
de 3,9 nM), con una alta selectividad por PDE5 (>
1.000-fold) sobre PDE2, PDE3%%. De acuerdo al
Sistema de Clasificacion Biofarmacologica de la
FDA, el SDF es un farmaco tipo 1, que lo caracteri-
za por su alta solubilidad, de 3,5 mg/ml, y permeabi-
lidad. La dosis comunmente usada de SDF para el
tratamiento de la impotencia funcional va de 1 mg/
kg a los 1,5 mg/kg, mientras que su uso en hiperten-
sion pulmonar en nifios es mayor usandose de 2 mg/
kg hasta los 10 mg/kg'®. Existen estudios que han
demostrado un aumento ademas de la angiogénesis,
sinaptogénesis y neurogénesis usando dosis de 10
mg/kg de SDF, lo que no se ha observado con dosis
menores!.

Se plantea como hipétesis que la aplicacion local
de Citrato de Sildenafil tendria un efecto proangio-
génico en la membrana alantocorionica de pollo
(MAC). Ademas nos planteamos como objetivos
establecer un modelo reproducible de neoangiogéne-
sis en MAC mediante la implantacion de un filtro de
metilcelulosa y medicion de capilares. Finalmente
como objetivo nos propusimos evaluar el potencial
angiogénico del SDF para su eventual uso en expe-
rimentos usando injertos dermoepidérmicos.

Material y Método

Incubacion de 44 huevos fecundados de gallina
tipo White Leghorn con un peso promedio de 20 gr,
adquiridos del Instituto de Salud Publica, en camara
a 37°C con humedad controlada. La incubacién se
realiz6 en posicion horizontal, marcandose en su
superficie superior con una cruz para poseer una
referencia con el embrion.

A las 48 hrs se realiz6 un orificio en el polo agu-
do del huevo, mediante el cual se extrajeron 2 ml
de albimina mediante pipeta Pasteur, graduada y
acodada, lo que permitiria el descenso de la yema,
impidiendo asi la adherencia del MAC con la tecta-
cea de la cascara. Posteriormente se sella el orificio
con cinta adhesiva.

Luego se coloca cinta adhesiva en la zona mar-
cada con la cruz, para después, mediante tijera fina
esterilizada, realizar una ventana de aproximada-
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mente 2 X 3 cm, la cual se sella con cinta adhesiva.
Los huevos contintian su desarrollo en la cdmara de
cultivo.

Al dia 9° de incubacidn, se realiza el desecho de
aquellos huevos con embriones muertos, para luego
aleatorizar los restantes con modelo de computacion
SPSS, separandolos en 4 grupos, a los cuales se les
retira la cinta adhesiva y se deposita el filtro de me-
tilcelulosa (1 cm de didmetro, grosor 150 um, 0,25
um poro) instilandose con micropipeta 30 uL, por
huevo, de las distintas soluciones sobre el filtro, las
cuales dan como resultado 4 grupos:

1. Grupo A o Control (n = 9) donde se instilan 30 uL
de solucidn fisioldgica estéril

2. Grupo B (n =9) donde se instilan 30 uL de solu-
cion fisioldgica con 10 ug de Citrato de Sildenafil

(SDF) que corresponde a una concentracion de

0,33 ug/uL o una dosis correspondiente de 1 mg/kg.
3. Grupo C (n =9) donde se instilan 30 uL de solu-

cion fisiologica con 30 ug de Citrato de Sildenafil

(SDF) que corresponde a una concentracion de

lug/uL o una dosis correspondiente de 3 mg/kg.
4. Grupo D (n = 9) donde se instilan 30 uL de solu-

cion fisiologica con 100 ug de Citrato de Sildenafil

(SDF) que corresponde a una concentracion de 3,3

ug/uL o una dosis correspondiente de 10 mg/kg.

Al 12° dia (Figura 1) se extraen los filtros de
metilcelulosa con tijera estéril junto con la MAC
adherido a estos, para luego realizar la preparacion
histolégica con tincién de Hematoxilina Eosina.
Finalmente, se realizdé recuento de manera ciega,
cubriendo con cinta adhesiva los rotulos de grupo,
de los capilares en los cortes histologicos usando
microscopia dptica con aumento de 40 x, empleando
un reticulo de 0,5 cm? dividido en 10 lo que da un
area de analisis de 2.250 um?. En cada preparado se
realizd 1 conteo en cada corte histologico, lo que da
como resultado 5 conteos por preparado.

La significacion estadistica de la comparacion
de los distintos grupos se determind mediante
andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el test de
Bonferroni para comparaciones multiples (Método
Paramétrico).

Por otro lado, nos propusimos identificar la con-
centracion angiogénica minima (CAM) del SDF
utilizando un modelo de Regresion Lineal, para de-
terminar la menor concentracion del SDF capaz de
promover una angiogénesis significativamente ma-
yor a la angiogénesis inflamatorio del grupo control.

Resultados

De 44 huevos fecundados, murieron 8 durante los
primeros 9 dias de incubacion, por lo que quedaron
36 huevos viables, los que fueron aleatorizados en 4
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Figura 1. Huevo fecundado mostrando la MAC 12° dia
de incubacion con el filtro de metilcelulosa.

grupos de 9 huevos cada uno, a cada uno de ellos se

les instil6é 30 uL de solucion fisioldgica (SF) con o

sin SDF a distintas dosis (Tabla 1).

Se realizaron 5 conteos en cada huevo lo que di6
como resultado 45 conteos por grupo analizado.
El conteo promedio de capilares de la MAC en los
distintos grupos puede ser observado en el Figura
2. Se puede observar que el grupo control, el cual
recibi6 tnicamente 30 ul de SF, fue de 11,16 + 1,28
cap/2.250 pm?. Respecto al recuento de los capilares
en los grupos que recibieron tratamiento con SDF se
pudo observar que en el:

1. Grupo B, que recibi6 una dosis de 1 mg/kg de
SDF, el conteo de vasos promedio fue de 13,67 =
1,57 ¢ cap/2.250 um?.

2. Grupo C, que recibi6é una dosis de 3 mg/kg de
SDF, el conteo de vasos promedio fue de 15,96 +
1,38 cap/2.250 um?.

3. Grupo D, que recibié una dosis de 10 mg/kg
de SDF, el conteo de vasos promedio fue de
19,33+1,65 cap/2.250 pm? (Figura 3).

Al realizar el andlisis de varianza ANOVA con el
método de Bonferroni, (Tabla 2), se pudo observar
que existian diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre el grupo control y los que recibieron
tratamiento (p value < 0,001). Ademas, y utilizando
el mismo método de andlisis estadistico, se pudo
observar que también existian diferencias estadis-
ticamente significativas entre los grupos que reci-
bieron tratamiento (p value < 0,001). Para buscar la
CAM se utiliz6 como método una Regresion Lineal,
que permitié determinar que el numero de vasos
contabilizados que no sea significativo es de 12,47
cap/2.250 pm?, valor que permite calcular una CAM
del SDF de 0,16 ug/uL, la cual corresponde a una
dosis de 0,24 mg/kg (Figura 4).
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Figura 2. Contabilizacion de capilares en distintos grupos
tratados con SDF.

Figura 3. Fotografia macroscopica de vasos MAC en
grupo D con SDF 10 mg/kg.

Tabla 1. Concentracion y Dosis de SDF aplicada en

grupos
Grupos

A B C D

Concentracion (ug/ul) Control 0,33 1 33

Dosis (mg/kg) Control 1 3 10

Tabla 2. Analisis de Varianza (ANOVA) segiin método
Paramétrico de Bonferroni

Grupos
Grupos A B C p value
2,51111
0,000 p <0,001
4,8 2,28889
0,000 0,000 p<0,001
8,17778  5,66667  3,37778
0,000 0,000 0,000 p<0,001
(p value < 0,001)
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Figura 4. Regresion Lineal Multiple para
0 identificar la CAM del SDF. ¢Numero de
0 o 33 1 33 vasos por campo donde p = NS respecto al
: ' Dosis SDF (mg/Kg) ' Grupo Control.
Discusion con una dosis de SDF de 1 mg/kg se generd una ma-

La angiogénesis se puede definir como la forma-
cion de vasos sanguineos nuevos a partir de vasos
preexistentes. En adultos el recambio de células
endoteliales es bajo y la revascularizacion estd ge-
neralmente asociada a procesos de cicatrizacion y
regeneracion de tejidos*?’. La cuantificacion de la
neovascularizacion ha sido utilizada en multiples
modelos en un afan de generar medidas terapéuticas.

Nos propusimos aplicar un modelo de estudio de
angiogénesis utilizando la MAC dado su simplici-
dad, bajo costo de implementacién y reproducibili-
dad. Uno de los objetivos fue aprender a utilizar el
modelo de MAC para el estudio de la angiogénesis,
el que resulté un modelo relativamente facil de
aplicar, pero con el problema de la pérdida de 20%
de los huevos fecundados, que murieron durante el
periodo de incubacion. Por otro lado creemos que la
MAC es un modelo que permite evaluar de manera
in vivo la angiogénesis permitiendo observar de ma-
nera macroscopica y microscopica los efectos de la
intervencion experimental a analizar.

Respecto al uso de un inhibidor de PDE se pue-
de decir que existen actualmente escasos reportes
del uso de estos para modificar la angiogénesis, la
mayoria de ellos han demostrado su rol angiogénico
como extrapolacion de los resultados obtenidos!*!*.

En relacion con los resultados obtenidos podemos
decir que estos fueron concordantes con nuestra hi-
potesis, demostrandose un efecto angiogénico claro
del SDF incluso a dosis bajas, lo que en otros estu-
dios no habia sido demostrado. De hecho, incluso
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yor angiogénesis, en relacion al control, de manera
significativa, lo que permite suponer que incluso con
dosis menores posiblemente se mantendria dicho
efecto. Ademas, pudimos demostrar que con dosis
crecientes de SDF, el efecto angiogénico también
se hacia mas intenso, no evidencidndose muertes de
individuos con dosis elevadas de 10 mg/kg, dosis
donde se gener? casi el doble de la angiogénesis en
comparacion con el control. Finalmente podemos
decir que el SDF demostr6é que es proangiogénico
en todas las dosis utilizadas, lo que nos permite ase-
gurar que el SDF es una sustancia proangiogénica
potente.

Al analizar la CAM del SDF, utilizamos un mo-
delo de regresion lineal donde nuestro fin fue deter-
minar la dosis y/o concentracion de SDF requerida,
para generar una angiogénesis significativamente
mayor a la generada por la angiogénesis inflamatoria
provocada por el disco de metilcelulosa. Respecto
a los resultados de dicha regresion lineal, podemos
decir que fue posible aplicarla dada la relacion lineal
que presentaba el SDF en relacion al aumento del
numero de vasos de la MAC. Al analizar la regresion
lineal de nuestro experimento pudimos determinar
que la CAM para el SDF es de 0,24 mg/kg o0 0,16
ug/ul.

La angiogénesis es un proceso complejo que
puede ser modificado o intervenido de multiples
maneras. Respecto a la angiogénesis, existe acuerdo
que el SDF permitiria un aumento del cGMP intra-
celular la cual activaria la via del VEGF por medio
de la activacion de las PKA'.
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