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RESUMEN: La angiogénesis y metastasis son eventos esenciales en el proceso de invasion tumoral. Su relacion intima los hace
buenos blancos en la terapia antitumoral. El objetivo fue analizar el patrén de metastasis pulmonar y angiogénesisapliegeide la
del antiangiogénico Celecoxib microencapsulado en acido poli(lactico-co-glicélico) en ratones. Se utilizé6 un modelo dpetimor ex
mental, inducido por células TA3-MTX-R, en 18 ratones, separados en 3 grupos de 6 animales, los cuales fueron tratados con dos
presentaciones de Celecoxib en administracion intramuscular (Grupo Control; Grupo Cx 1000 ppm y Grupo Cx 1000 ppm+PLGA). Los
ratones fueron sacrificados y procesados histologicamente para ser tefiidos con H&E y Tricrémico de Arteta. El estudmekveld qu
pulmén muestra una marcada heterogeneidad, y un patrén de metastasis perivascular; ademas, Celecoxib asociado aiéoido poli(lact
co-glicdlico) redujo la invasién tumoral y angiogénesis en el pulmdn. Los resultados son similares a descripciones phreidess re
previamente y son comparables a otras lineas tumorales, siendo celecoxib/acido poli(lactico-co-glicélico) un candiddterpletencia
terapia antitumoral.

PALABRAS CLAVE: Angiogénesis, Metastasis; Pulmon; Cancer; Celecoxib; PLGA.

INTRODUCCION

La capacidad de inducir angiogénesis (AG), es utaapoptosis, y lainmunosupresion (Koki & Masferrer, 2002),
caracteristica critica de los tumores malignos. La vasculata@emas su sobreexpresion se ha relacionado con el compor-
del tumor recién formado no so6lo proporciona una linea tamiento desfavorable del tumor y un mal prondstico en va-
tal de nutricién para el crecimiento tumoral, sino tambiénios tipos de cancer (Dat al, 2012; Hillet al, 2012; Shin
una ruta de escape clave para la diseminacion metastasical, 2013).

(Gavalagt al, 2013). Las actuales terapias antiangiogénicas

buscan inhibir o disminuir el proceso de neovascularizacion COX-2 se ha convertido asi, en un importante blan-

y asi la invasion. co en la terapéutica antiangiogénica; debido a la relacion
existente entre su inhibicién y la supresion de la AG y pro-

La Ciclooxigenasa 2 (COX-2) se encuentra presentesos metastasicos (Pestgal, 2013). Su sobreexpresion,
normalmente en las células y tejidos cerebral y renal, pen células tumorales afecta la AG debido a la produccion de
diendo ser inducida en estados patolégicos tales como éicosanoides (TAX2; PGI2 y PGE2) (Waagal, 2013),
flamacién y cancer. COX-2 es capaz de promovéos cuales estimulan la migracién de células endoteliales y
carcinogénesis, proliferacion tumoral, AG, la prevencion d&G por el incremento en la expresion del Factor de creci-
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miento endotelial vascular (VEGF). Actualmente se busda descrito por Ayalasomayajula & Kompella (2005), se
suprimir dicho evento, para lo cual se han comenzadoobtuvieron microparticulas de entre 0,5 yuif de dia-
emplear inhibidores selectivos de la COX-2, tales como letro, en una concentracion media de 1000 ppm. La
Celecoxib (Cx), importante agente antinflamatorianicroencapsulacion del farmaco fue realizada en el labo-
(Venkatesaret al, 2011; Rosast al, 2013, 2014). ratorio de nanoencapsulacion, Universidad de Santiago,
Chile.

Si bien los efectos del Cx son favorables, su admi-
nistracion oral en altas dosis de manera frecuente, causaiterial Bioldgico. Fue utilizado un modelo de tumor
infiltracion mononuclear, hiperplasia y degeneracion a néxperimental, inducido por células TA3-MTX-R, en 18 ra-
vel renal, ademas de pérdida de algunas funciones hepaticaes, separados en 3 grupos de 6 animales, los cuales fue-
en animales de experimentacion (Kockayal, 2010). Por ron tratados durante 21 dias, con dos presentaciones de
otra parte han sido observados efectos adversos tales c@mroen administracion intramuscular monodosis (Grupo
complicaciones sistémicas, gastricas y cardiovascular€sntrol: TA3-MTX-R; Grupo Cx 1000 ppm: TA3-MTX-
(Bomabardieet al, 2000; Silversteiet al, 2000; Cadwell R+Cx y Grupo Cx 1000 ppm+PLGA: TA3-MTX-R+Cx/
et al, 2006). Con el fin de disminuir estos posibles efectd®_GA). Fueron mantenidasl libitum en jaulas conser-
adversos, al mejorar la biodisponibilidad del Cx, es que estedas a temperatura ambiente y de acuerdo a las normas
ha sido asociado con microparticulas o nanoparticulampuestas por el Comité de Bioética de la Facultad de
poliméricas tales como el acido poli(lactico-co-glicélicoMedicina de la Universidad de Chile (CBA # 0498
(PLGA) (Roaet al, 2015). FMUCH).

Puesto que la efectividad de la accién antitumoral Las muestras de los pulmones fueron fijados en
del Cx ha sido relatada previamente y que han sido deséormalina tamponada al 10 % por 48 h, realizandose el
tos multiples efectos adversos en su utilizacion en altas gwecesamiento histolégico necesario para obtener cortes
sis por largo tiempo, es necesaria la evaluacién de nuedassum, los que fueron tefiidos con H&E y Tricrémico de
vias de administracion tales como las otorgadas gracias Atéeta, segun lo descrito por Rosdsal (2013). Se agre-
microencapsulacion con PLGA. El objetivo principal degaron muestras de pulmén sano de ratén, como control.
presente estudio es analizar la efectividad del uso de Cx aso-
ciado a PLGA, frente a un tumor sélido mamario resistenkestimacion de la invasién tumoral y densidad
a metotrexato inducido en modelo murino. microvascular. Para la comparacién de la invasion tumoral

del pulmén se realiz6 una estimacion descriptiva de un campo

microscépico de acuerdo a la presencia de células tumorales
MATERIAL Y METODO correspondiente en cada imagen. Para la lectura histol6gica

de las preparaciones se utilizé un microscopio 6ptico

Trinocular PrimoStar (Carl Zeiss, Goéttingen, Germany). Las
Linea Tumoral. Se utilizaron células tumorales deimagenes fueron obtenidas con una camara digital EOS
adenocarcinoma mamario TA3 en su variedad resistent®abel XSI (Canon Inc. Japan) acoplada al microscopio y
metotrexato (TA3-MTX-R), Vinblastina, 5-Fluoruracilo, conectada a un computador para las mediciones.
Cisplatino y CARFENISOP, de crecimiento ascitico, pro-
venientes del Laboratorio de Bioenergética y Cancer, Pro- Para la densidad microvascular, se procedi6é a ha-
grama de Farmacologia Molecular y Clinica, Facultad der un conteo de vasos sanguineos en las muestras
Medicina, Universidad de Chile. Las células TA3-MTX-Rhistolégicas de pulmédn con ayuda de un Microscopio
fueron seleccionadas a partir de un tumor ascitico imA3 trinocular PrimoStar (Carl Zeiss, Goéttingen, Germany) con
vivo, de acuerdo a lo descrito por Rostal (2013), en una un aumento de 400X, empleando un reticulo graduado de
concentracion final de 2xi@élulas por mL de la suspen-1 cn? dividido en 10 segmentos.
sion tumoral.

Analisis estadisticosLa estimacion por grupo se realizd
Farmaco. Celecoxib: Fue utilizado Celecoxib 200 mg (Ceobservando 30 campos microscopicos con la técnica de
lebre?, Pfizef), el cual fue diluido en el agua destilada hasdoble ciego; registrandose la concordancia utilizando co-
ta alcanzar la concentracién media de 1000 ppm, segureficiente kappa para las caracteristicas cualitativas y co-
descrito por Ragedt al (2007). eficiente de Lin para las caracteristicas cuantitativas, ta-

bulando los datos de acuerdo a lo observado en cada uno
Celecoxib/PLGA: Fue encapsulado Celecoxib 200 mg (Cde ellos. Se calcul6 el promedio, error estandar y se aplicé
lebra®, Pfize?), en microcapsulas de PLGA de acueado el testt de Student (STATA version 11.0).
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Fig. 1. Aspecto histolégico de pulmdn de ratbtug musculys Se puede

RESULTADOS

Celecoxib microencapsulado disminuye el de-
sarrollo de metastasis pulmonar en ratones
inoculados con células TA3-MTX-R.

Histol6égicamente el grupo Cx 1000 ppm,
se caracteriz6 por presentar una invasion tumoral
moderada en pulmén, afectando principalmen-
te el parénquima pulmonar, pudiéndose identi-
ficar facilmente células tumorales. La metésta-
sis fue caracterizada por formar pequefios
nédulos celulares bien definidos que deforma-
ban levemente el parénquima pulmonary se en-
contraban cercanos a vasos sanguineos, los cua-
les se encontraban llenos de eritrocitos,
polimorfonucleares y linfocitos. Por su parte el
grupo Cx 1000 ppm+PLGA, present6 una inva-
sién tumoral leve a nivel parenquimatoso de ca-
racteristicas, con acumulos celulares organiza-
dos entorno a vasos sanguineos. El grupo con-
trol, presentd una invasion tumoral abundante.
El paréngquima pulmonar se vio seriamente afec-
tado por la invasioén celular. La poblacion celu-
lar era heterogénea al igual que los descritos an-
teriormente. La metastasis se caracterizd por
formar nddulos celulares con forma de “bala de
cafién” bien definidos que abarcaban importan-
tes areas del parénquima perdiendo la forma
sacular de los alvéolos y deformando el tejido
pulmonar, ubicadas cercanas a abundantes va-
sos sanguineos aparentemente formados por la
AG tumoral existente en el tejido (Fig. 1).

Cx disminuye densidad microvascular en pul-
maon.

En los cortes de pulmén de los ratones
del Grupo Cx 1000 ppm, se contabilizaron
239,9:1,807 vasos/cia diferencia del Grupo
Cx 1000 pppm+PLGA en el que se logré
visualizar se obtuvo un promedio de
241,3:1,758 vasos/ctPor su parte, el Grupo
Control present6 una cantidad de 283,945
vasos/cm(Fig. 2). Al realizar una comparacion
de los resultados entre el grupo que fue inocu-
lado con Celecoxib y el que fue inoculado con
Celecoxib/PLGA, se logré concluir que no exis-
tié una disminucion significativa en este ultimo
grupo, significancia que si existié al comparar

apreciar parénquima pulmonar infiltrado por células tumorales (flechas 8Pgyrupo control con los otros dos por separado

gras), nétese la asociacion de las células tumorales y los vasos sangu“yegé 05) (Fig. 2)

(Técnica de Arteta , 400x; barra 10).
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466 " K . ristico. Con respecto a las vias de diseminacién
' @@ Cx 1000 ppm tumoral, Labelle & Hynes (2012) describen la exis-
—_ @l Cx 1000 ppm + PLGA tencia de una via hematdgena que invade a princi-

(23

(=3

o
1

@8 Control palmente higado y pulmones, coincidente a lo en-
contrado en nuestro estudio.

En el presente estudio, estos focos
metastasicos disminuyeron, posterior a la aplica-
cion de Cx, resultados similares a lo encontrado
por Rosagt al. (2013, 2014), luego de analizar el
° mismo modelo experimental de carcinogénesis
murina; y a lo visto por Ninomiyat al (2012),
guienes no observaron nddulos metastasicos apa-
rentes, en pulmoén, higado, bazo, riflones, o peri-
toneo, luego de la administraciéon de Cx. Lo que
nos demuestra que Cx reduce el potencial de cre-
***:p <0.0001 cimiento y metastasis en ratones a través de la in-
hibicion de la COX-2, por efecto antiangiogénico
y la induccion de la apoptosis (Ninomigaal.).
Cuando los ratones fueron inoculados con Cx/

i PLGA, estos presentaron una disminucién mayor

DISCUSION de los focos metastéasicos al compararlos con los grupos control
e inoculados solo con Cx, resultados similares a lo relatado por
Roaet al, con respecto a metastasis hepatica.

Un proceso vital en la progresion del cancer es la
diseminacion de las células tumorales, la cual se encuen-  En nuestro estudio, Cx redujo la metastasis de células
tra intimamente relacionada con la capacidad del tumpa3-MTX-R, en pulmén, tanto en su presentacion asociada con
de generar nuevos vasos sanguineos (Talmadge & FidrGA, como no microencapsulada. Si bien Cx ha sido previa-
2010). Se ha visto que la COX-2, enzima presente N@frente reportado su accién frente a metastasis pulmonar (Gendy
malmente en los tejidos, se encuentra sobreexpresagal, 2011; Barlowet al, 2012; Zhangt al, 2014) y hueso
en un serie de canceres (Ciaretral, 2001; Dempket  (Das Royet al, 2009), y frente a apoptosis y crecimiento tumoral
al., 2001). Esta sobreexpresion, es observada en cassfgel mismo modelo (Rosas al, 2014); no hay informacién

mitad de todos los pacientes con cancer de mama,d@ su efecto frente a metastasis pulmonar cuando es asociado a
cual marca un signo de mal prondstico (Ristinedldl,  microparticulas de PLGA.

2002).

N° Vasos / cm?
N
[=]
<

-

(=1

o
1

o
1

Grupos de Estudio

Fig. 2. Densidad microvascular del pulmén por grupo de estudio.

Con respecto a la AG, COX-2 se ha valorado en

Las estrategias empleadas por las célulafoplasias de multiples localizaciones, Gellal (2001) de-
tumorales son inducidas por numerosos factor@sostraron que en tumores de cabeza y cuello existia una corre-
proangiogénicos, uno de ellos es el VEGF (Gawatlas|acion significativa entre los niveles de COX-2 y la
al.). Se ha visto que la combinacion de Cx y bloqueadorggscularizacion tumoral y la densidad de microvasos y VEGF.
selectivos de la via VEGF podria conducir al control d&simismo, Uefuijiet al (2000) estudiando adenocarcinomas
la metastasis en pacientes con cancer de colon, de magagitricos hallaron una correlacion positiva entre los niveles de
y otros tipos de tumores que sobreexpresan COX-2 (O8DX-2 en las células neoplasicas y la densidad de microvasos,
etal, 2014). en estos casos la sobreexpresién de COX-2 se relacionaba con

niveles elevados de prostaglandinas E2.

En estudios previos de metéastasis pulmonar in-
ducida por celulas TA3-MTX-R, este present6 signosde  Sj bien en los resultados encontrados con respecto a la
invasion por células tumorales, en patron de “bala @gicrodensidad vascular, se observa que Cx y Cx/PLGA, dismi-
cafion”, distribuyéndose a lo largo del pulmon (R@s$as nuyen |a cantidad de vasos sanguineos a nivel pulmonar, al ser
al., 2013, 2014), lo cual es concordante a lo reporta@g@mparados con el control, no se muestra una diferencia
en este estudio, donde la metastasis se caracteriz0 @&fadisticamente significativa, lo cual podria indicarnos que el
formar pequefios nodulos celulares esféricos, bien defirodo de presentacion del farmaco no fue relevante. Egtéapo
nidos que deformaron el parénquima pulmonar caractgstar explicado, a que si bien se produce AG en todos los tu-
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mores a medida que crecen, la intensidad de esta puede va- Si bien los resultados al utilizar Cx son
riar segun los tipos de tumor e incluso entre individuos ca@ontroversiales, este aln logra ser una buena alternativa en
el mismo tipo de tumor (Eberhaetl al, 2000). Se ha des- la terapia antiangiogénica; solo o en combinacion con otras
crito que en algunos carcinomas de mama, el aumento deslapias. Como lo visto por Pagkal (2008) en donde rato-
densidad microvascular no es atribuible, al menos exclusies tratados con radioterapia y una alta dosis de Cx, retrasé
vamente, a la secrecion de VEGF por las células tumoratksd crecimiento tumoral ademas de observarse una reduc-
o por los macréfagos, o a la expresion de COX-2 (letek cion de las metastasis pulmonares.
al., 2000; Linet al, 2006), ya que existe activacion de la
angiogénesis a nivel celular por distintas vias que pueden La via de administracién podria jugar un rol impor-
ser pueden ser inducidas por diversos factores o molécutaste en el proceso de inhibicion de la AG y metastasis, por
gue estan asociadas para una misma accion (“cross-talkinig”cual la exploracién de nuevas vias y asociaciones de
(Fulda, 2013). farmacos favorecerian la investigacion en el area de la on-
cologia, en aspectos tales como vascularizacion. Es asi como
Cx inhibe la via de la sintesis de prostaglandinas@x asociado a PLGA o a otro tipo de polimero son vias fac-
hace mas lenta la progresion del cancer, al menos en pélies de administracion de farmacos (Vial, 2012, 2014,
mediante la reduccién de las propiedades inmunosupresd@45) ya que podrian disminuir la frecuencia de administra-
y angiogénicas de PGE2 (kt al, 2013; Perrouctt al, ciény la potencial disminucion de los efectos adversos, ya
2013). Ademas de estas propiedades, se ha visto que P@&R disminuye la magnitud de la cantidad de farmaco libe-
puede estimular directamente las vias de supervivencia/mado en el organismo en el momento de la aplicacién. Todo
tastasis de células cancerosas por medio de PI3K, Ras o \eatb agregado a la inocuidad del PLGA al ser administrado
3-catenina (Zhoet al, 2005; Wang & Dubois, 2010). Sui en distintos tejidos tales como glandulas salivales o tejido
et al (2014)t por su parte establecen que Cx redujo la exuscular, lo cual lo hace un biomaterial propicio para este
presion de PI3K, P-Akt, COX-2, HIF8ly VEGF-A, tra- tipo de asociaciones (Acuf@ al, 2011; Mirandeet al,
yendo consigo retraso del crecimiento de ug013).
hepatocarcinoma H22 en modelo murino.

La asociacion a PLGA ha sido reportada previame ONCLUSION
te por Amrite & Kompella (2008), quienes describieron una
reduccion significativa de los niveles de VEGF y de PGEZ2.
Esta asociacion Cx/PLGA ha sido también utilizada en te- En este trabajo, presentamos la accién
rapias antiangiogénicas en patologias oculares (Amiriteantiangiogénica y antimetastasica de Cx asociado a
al., 2006) como en tratamientos antitumorales (Ibragtim microparticulas de PLGA. En donde Cx/PLGA administra-
al., 2012). En donde se han visto efectos favorables endia en una Unica inyecciéon exhibié una mejor efectividad
terapia antiangiogénica tales como disminucion de la AGcen el Cx no encapsulado en ratones inoculados con células
induccion de la apoptosis de las células tumoralesd€Cuitumorales TA3-MTX-R. Cx/PLGA es un candidato poten-
al., 2010). cial en la terapia antitumoral.

ROA, I.; CANTIN, M.: MUNOZ, M.; ROSAS, C. & LEMUS, D. Celecoxib/PLGA suppresses angiogenesis and lung metastasis
of murine experimental breast candet. J. Morphol., 34(1B35-341, 2016.

SUMMARY: Angiogenesis and metastasis are critical events on the tumor invasion process. Their close association is
related as a good target in antitumor therapy. The aim was to analyze lung metastasis pattern and angiogenesis folktaing applic
of microencapsulated Celecoxib with poli(lactic-co-glycolic) acid in mice. An experimental tumor model was assessed, induced
by TA3-MTX-R cells, in 18 mice, separated in 3 groups of 6 animals and treated with 2 intramuscular Celecoxib presentations
(Group Control; Group Cx 1000 ppm and Group Cx 1000 ppm+PLGA). Mice were sacrificed and histologically processed to
stain slides with H&E and Arteta Trichromic. The study revealed that the lung showed a significant heterogeneity, araitaperivas
metastasis pattern; moreover, Celecoxib associated to poli(lactic-co-glycolic) acid reduces tumor invasion and pulmonary
angiogenesis. The results are similar to partial previous descriptions and are comparable to other tumor lines, concluding that
Celecoxib/poli(lactic-co-glycolic) acid is a potential candidate in antitumor therapy.

KEY WORDS: Angiogenesis; Metastasis, Lung; Cancer; Celecoxib; PLGA.
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