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SUMMARY. Pathologically excessive angiogenesis can be the root cause of many diseased conditions. Ion
channels on endothelium have a prime action in multi-stepped activity of angiogenesis. These ion channel
functions are responsible for cell proliferation, migration, cell volume expansion , tubulogenesis resulting in
microneovascularization. The present study aims to evaluate the antiangiogenic activity of Spirulina platensis,
by K* CI cotransporter suppression. The antiangiogenic activity of Spirulina platensis was screened by chick
chorioallantoic membrane assay(CAM) (in ovo method), endothelial cell proliferation assay, transwell migra-
tion assay, matrigel cord-like morphogenesis assay (in vitro methods), corneal neovascularization, aortic ring
assay, and sponge implantation method (in vivo methods). The antiangiogenic activity of the test drug was
compared with the marketed antiangiogenic agent Bevacizumab. All the groups were comparing by control
using one way ANOVA, and then by Dunnett’s test to compare mean of all the groups by the control mean. In
CAM assay, number of branches and angiogenic-score were evaluated and significant results were observed at
10°M and 10+M. In the studies on human umbilical vein endothelial cells the test drug (100nM) resulted in po-
tential arrest of proliferation, migration and decrease in network length of cord like tubes in a dose dependent
manner. Percentage area of neovascularization and histopathological studies were the assessing parameters in
the corneal neovascularization method. In the aortic ring assay reduction in the area of sprouts were observed
at 5-10 zM test dose and a significant reduction in sponge weight, count of blood vessels formed and content
of hemoglobin were observed at all the three tested concentrations of Spirulina platensis in the sponge implan-
tation method. The scientific findings indicate that the test drug has potent antiangiogenic activity by inhib-
iting the cell proliferation, cell volume expansion, arresting cell cycle progression and by causing membrane
hyperpolarization. The potent antiangiogenic drug obtained by repurposing this ion channel modulators will
be able to treat the diseases due to excess angiogenesis from the root cause.

RESUMEN. La angiogénesis patologicamente excesiva puede ser la causa principal de muchas enfermedades. Los
canales i6nicos en el endotelio tienen una accién principal en la actividad de angiogénesis en varios pasos. Estas
funciones de los canales i6nicos son responsables de la proliferacion celular, la migracién, la expansion del volumen
celular y la tubulogénesis, lo que da como resultado la microneovascularizacion. El presente estudio tiene como obje-
tivo evaluar la actividad antiangiogénica de Spirulina platensis, mediante la supresion del cotransportador K* Cl-. La
actividad antiangiogénica de Spirulina platensis se evalué mediante el ensayo de membrana corioalantoidea de pollo
(CAM) (método in ovo), ensayo de proliferacién de células endoteliales, ensayo de migracion transwell, ensayo de
morfogénesis tipo cordon de matrigel (métodos in vitro), neovascularizacion corneal, ensayo de anillo aédrtico, y mé-
todo de implantacion de esponja (métodos in vivo). La actividad antiangiogénica del fairmaco de prueba se compard
con el agente antiangiogénico comercializado Bevacizumab. Todos los grupos fueron comparados por control usan-
do ANOVA de una via, y luego por la prueba de Dunnett para comparar la media de todos los grupos por la media de
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control. En el ensayo CAM, se evaluaron el nimero de ramas y la puntuacion angiogénica y se observaron resultados
significativos a 10°M y 10“M. En los estudios sobre células endoteliales de vena umbilical humana, el fairmaco de
prueba (100 nM) dio como resultado una detencién potencial de la proliferacién, migracién y disminucién de la
longitud de la red de tubos similares a cordén de una manera dependiente de la dosis. El porcentaje de drea de neovas-
cularizacion y los estudios histopatoldgicos fueron los pardmetros evaluadores en el método de neovascularizacion
corneal. En el ensayo del anillo adrtico, se observé una reduccién en el drea de los brotes con una dosis de prueba
de 5-10 uM y una reduccidn significativa en el peso de la esponja, el recuento de vasos sanguineos formados y el
contenido de hemoglobina en las tres concentraciones probadas de Spirulina platensis en el método de implantacion
de esponja. Los hallazgos cientificos indican que el farmaco de prueba tiene una potente actividad antiangiogénica
al inhibir la proliferacién celular, la expansion del volumen celular, detener la progresion del ciclo celular y causar
hiperpolarizacion de la membrana. El potente formaco antiangiogénico obtenido mediante la reutilizacién de estos
moduladores de los canales i6nicos podra tratar las enfermedades debidas al exceso de angiogénesis desde la raiz.

2486



