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Efecto de Celecoxib en una Variante Multirresistente
del Tumor TA3. Una Descripcion Histolégica
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RESUMEN: En el estudio del cancer, se utilizan diversas lineas celulares, cada una de ellas con caracteristicas propias. Una
de esas lineas tumorales es la variante multirresistente a drogas del tumor TA3. Si bien, existen diversos estudinsz tunestal|i
no existe una descripcion morfoldgica detallada de esta, ni tampoco que se observe el efecto del Celecoxib, un inhibi@@atreOX
este tejido. Se usaron 18 ratones divididos en 3 grupos, los cuales recibieron: Inoculacion de PBS; inoculacion de célesaBABmo
inoculacién de células tumorales + tratamiento con Celecoxib (1000 ppm), respectivamente. Los ratones fueron sacrifoesdos y pro
dos histolégicamente para ser teflidos con H&E, PAS y Arteta. El estudio revelé que tumor muestra una marcada heterggeasidad, al
areas de necrosis y una neovascularizacion central y periférica. Ademas, Celecoxib redujo significativamente la invaksé@mealmora
higado (p < 0,05). Otros 6rganos no sufrieron diferencias significativas cuando eran comparados con el grupo tratadadbssoesul
similares a descripciones parciales realizadas previamente y son comparables a otras lineas tumorales. Se cree qoerlsivéa de ad
cion del farmaco es critica para la interpretacion de los resultados. Estos resultados son importantes para la disassitweskigatr
ciones en donde Celecoxib es usado como un farmaco antiangiogénico y sirve como base para futuras investigacionesacon esta line
tumoral.
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INTRODUCCION

Cuando es necesario observar la actividad antitumoral Recientes estudios confirman que pacientes que
de un determinado agente farmacolégico, es importante &obreexpresan COX-2 en células tumorales pancreaticas tie-
servar el comportamientio vivode las células tumorales. Esnen peor prondstico que aquellos que no lo hacen (Rager
por ello que muchos autores han basado sus estudios eal.el2007; Xuet al, 2008).
uso de varios tumores trasplantables (Gueretrd, 1992;

Zipperet al, 1995). Es asi que, se han desarrollando investi- Celecoxib, un potente inhibidor selectivo de la COX-
gaciones en la linea de células TA3, que corresponden ayrutilizado cominmente como antiinflamatorio en enfer-
adenocarcinoma mamario de crecimiento ascitico. Su variantedades como osteoartritis y artritis reumatoide, esta bajo
TA3-MTX-R, tiene la caracteristica de ser resistente @studios para el tratamiento de variados tumores malignos
Metotrexato, un citostatico que ha sido ampliamente usatiles como cancer colorectal, cancer de mama, pulmén y
como droga anticancerigena. (Guerreral; Zipperetal)  prostata (Amriteet al, 2006).

La enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2), la cual se en- Aunque se ha reportado que otros farmacos
cuentra vinculada en la respuesta inflamatoria, seria pamtiinflamatorios tales como anti-inflamatorios no
algunos autores la responsable del aumento en el crecimiasgteroidales (AINES) han mostrado una disminucion en la
tumoral y su rapida proliferacion. Ademas, existe evidencgogresion tumoral en algunas neoplasias como cancer de
de sobreexpresion de COX-2 en una variedad de canceseln (Tosettiet al, 2002; Zhowet al, 2007; Xiaoet al,
(Cianchiet al, 2001; Dempket al, 2001). 2008), el Celecoxib no posee los tradicionales efectos cola-

" Laboratorio de Embriologia Experimental y Molecular, Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo (ICBM), Facultadide, Mediersidad
de Chile, Chile.

* Programa de Magister en Ciencias Biologicas y Biomédicas mencién Morfologia, Universidad de Chile, Chile.

™ Unidad de Histologia y Embriologia, Depto. de Ciencias Basicas Biomédicas, Facultad de Ciencias de la Salud, Univelsidthile.Ta

392



ROSAS, C. C.; ROA, I.; SINNING, O. M.; FUENZALIDA, B. M. & LEMUS, A. D. Efecto de celecoxib en una variante multirresistente del tumor TA3. Una descripcion histolégica.
Int. J. Morphol., 31(2)392-398, 2013.

terales como dafio gastrico (Wo#eal, 1999; Silverstein mago, duodeno, higado, pulmén, corazén y bazo para eva-
et al, 2000; Thomson, 2001) luar los efectos de la terapia y de la presencia del tumor
TA3-MTX-R, de cada uno de los grupos en comparacion al
Si bien, el efecto de varios farmacos ha sido estudi@rupo 1. Tanto los tumores como las muestras de los 6rga-
do frente la linea tumoral TA3, la accion del Celecoxib noos fueron fijados en Formalina Tamponada al 10% por 48
ha sido reportada previamente, asi como una descripcloras, realizandose el procesamiento histolégico necesario
histoldgica detallada del tumor. Es por ello que el estudio gara obtener cortes deiB, los que fueron tefiidos con H &
este farmaco en un modeio vivo resistencia a drogas E, Acido Peryddico de Schiff (PAS) y Arteta.
antineoplasicas como el tumor TA3-MTX-R es importante
para comprender la biologia del cancer. Estimacion Semicuantitativa de invasién tumoral Para
la comparacion grupal de un determinado 6rgano se realizd
una estimacion semicuantitativa de un campo microscépico
MATERIALY METODO de acuerdo a la presencia de células tumorales usando la
siguiente escala:

Material Bioldgico. Para el presente estudio de utilizaro® = Sin presencia
18 ratones hembrabl(is musculuscepa AJ, clinicamente + = Leve presencia
sanos, con un peso promedio de 23 g y 2 meses de edad, = Moderada presencia
mantenidos en el Bioterio Central de la Facultad de Medici++ = Abundante presencia
na de la Universidad de Chile. Estos fueron distribuidos en
tres grupos: Grupo 1; 6 ratones a los cuales se les inoculd La estimacion por grupo se realizé observando 30
0,2 ml de suero fisiolégico (im) en el miembro posteriocampos microscopicos con la técnica de doble ciego y tabu-
derecho. Grupo 2; 6 ratones a los cuales se les inocul6 Ry2do los datos de acuerdo a lo observado en cada uno de
ml de dilucion de liquido ascitico que contenia células TA®llos. Se calculd el promedio, error standard y se aplico el
MTX-R (im) en el miembro posterior derecho. Grupo 3; est de t de student.
ratones a los cuales se les inoculé 0,2 ml de dilucion de
liquido ascitico que contenia células TA3-MTX-R (im) en
el miembro posterior derecho. 6 dias postinoculacién se RESULTADOS
administré 1000 ppm diarias de Celecoxib en el agua de
consumo. Fueron mantenidag libitum,en jaulas conser-
vadas a temperatura ambiente y de acuerdo al protocéladlisis Histol6gico e Histoquimico del TumorAl obser-
aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Medar la zona del muslo de los ratones del Grupo 1; se pudo
cina de la Universidad de Chile. constatar una histologia normal del tejido muscular de la
Zona, tanto en organizacion, nimero y forma celular.
Linea Tumoral. Utilizamos células tumorales TA3-MTX-
R de crecimiento ascitico provenientes de una lineatumoral  En la muestra del muslo de los ratones del Grupo 2y
TA3, que es resistente a Metotrexato. (Gueretral), en 3, se observa aumento en la celularidad, la cual invade el
una cantidad de 0,2 mL del liquido ascitico tratado anterianiembro posterior. El tumor presenta un area central y una
mente y que presentaba 9 Xt6lulas tumorales. periférica facilmente distinguible en aumento menor. En la
periferia existe la presencia de una capsula de fibras
Celecoxih Utilizamos Celecoxib (Celebra® de Laborato-colagenas, fibroblastos y en algunas areas, tejido muscular
rios Pfizer©) en su presentacion de 10 capsulas de 200 rdgsorganizado, que corresponde a las fibras musculares del
Para la administracion del farmaco se diluy6 una capsularuslo. Con respecto a las vainas conectivas caracteristicas
el agua de consumo hasta alcanzar la concentracion metiatejido muscular (perimisio y endomisio), estas son re-
de 1000 ppm., de acuerdo a lo descrito por Retg@lEste emplazadas por células tumorales. La zona central del tu-
procedimiento fue repetido semanalmente y se administrior corresponde a areas de alta densidad celular junto a
al grupo 3 en el agua de consumo 6 dias después de la algtinos vasos sanguineos. (Figs. 1y 2)
culacién de las células tumorales y durante todo el ensayo.
Con respecto a las células que conforman el tumor,
Al dia 19, se procedi6 al sacrificio de los ratones ymorfolégicamente mostraron heterogeneidad. Existiendo
la extirpacion de los tumores, realizando una descripcié@lulas pequefias, redondeadas u ovoides, mononucleares
inmediata, similar a la realizada dia a dia. Ademas de ljse asemejaban al aspecto de linfocitos. Por otra parte se
muestras de tumor, se tomaron muestras de eso6fago, estservaron células de mediano a gran tamafio, de forma irre
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Fig. 1. Aspecto histolégico del tumor TA3-MTXR. A) Area central del tumor, arteta (400x). B) Area central del tumor, H
& E (400x). C) Area periférica del tumor, arteta (400x). D) Area periférica del tumor, H&E (400X). Bapna.100
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gular, con nlcleo prominente, en algunas ocasiones con  Observamos poca presencia de fibra colagenas y una
nucleolo evidente. La morfologia nuclear de las célulabundante sustancia amorfa, caracteristicas consistentes a
tumorales fue anormal; observandose forma nuclear vanatestra observacion macroscopica, en la cual el tumor se
ble, hipercromia y alteracion en la relacién N/C de haspaesentd poco consistente y deformable.
1:1, con areas de mitosis aumentada, pérdida de polaridad
y presencia de células tumorales gigantes, caracteristiéaglisis Histolégico e Histoquimico de 6rganos
tipicas de una anaplasia. Constatamos que una cantidad
regular de células tumorales presentaban granulblggado. Histolégicamente, los higados de los ratones del
citoplasmaticos PAS positivos. Ademas de escasa cantidaidipo 1 presentaron caracteristicas normales, sin presencia
de células de mediano tamafio, polimorfonucleares, en & células tumorales. (Fig. 3 A)
tios puntuales del tumor.
El parénquima hepético del Grupo 2, se vio afectado

Con respecto a la vascularidad del tumor, este prdramaticamente, mostrando mdltiples areas de desplaza-
sent6 abundantes vasos sanguineos distribuidos por todminto de las columnas de hepatocitos las cuales fueron re-
tumor, principalmente en la zona central. Estos fueron éeplazadas por nidos celulares dispuestos alrededor de va-
pequefio calibre, tortuosos, sin capa media o adventicis@s sanguineos en venas centrolobulillares y espacios porta.
tan sélo con una capa de células endoteliales. Fueron fa€ibn respecto a los sinusoides hepaticos, se pudo observar
mente observados en el area peritumoral, con las técniedemas de eritrocitos una gran cantidad de células de mor-
de Arteta y PAS, por la coloraciéon caracteristica de Idslogia variada, encontrando polimorfonucleares, algunos
eritrocitos y por la presencia de glicoproteinas de membtarfocitos y células tumorales. Esta invasion celular provo-
na respectivamente. c06 desorganizacion de la arquitectura lobulillar tipica. Este
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Fig. 2. Aspecto histologico del tumor TA3-MTX-R tratado con Celecoxib 1000 ppm A) Area central del tumor, arteta
(400x). B) Area central del tumor, H&E (400x). C) Area periférica del tumor, Arteta (400x). D) Area periférica del tumor,

H&E (400X). Barra 10Qum.

6rgano fue uno de los mas afectados por el proce@ese identificar con facilidad las células tumorales. La me-

metastéasico. (Fig. 3 C) tastasis se caracteriz6 por la formacién de nédulos celulares
en forma de “bala de cafidn” bien definidos que abarcaban

El Grupo 3, presento areas de invasion celular, extimportantes areas de parénquima, perdiendo la forma sacular

biendo nodulos celulares que desplazaron al parénquigiacteristica de los alvéolos y deformando el tejido

hepatico, reemplazando al estroma que rodeaba a estrug@nectivo pulmonar. Ademas se evidenciaron células PAS

ras vasculares y conductillos biliares de los espacios poie@sitivas y abundantes vasos sanguineos, aparentemente

La morfologia celular encontrada fue variada, existiendo dérmados por la angiogénesis tumoral existente en el tejido.

lulas polimorfonucleares, mononucleares y algund?0r su parte los vasos sanguineos se encontraron llenos de

tumorales. Sin embargo, el grado de invasion fue considg¥itrocitos y diversas células tumorales, polimorfonucleares

rablemente menor, existiendo una diferencia estadistica signononucleares. (Fig. 3 D)

nificativa (p < 0,05) cuando se compara con el Grupo 2.

(Fig.3 E) Histologicamente, el pulmén de los ratones del Gru-
po 3, exhibieron nédulos dispersos por todo el pulmén, en

Pulmoén. El parénquima pulmonar del Grupo 1 no se vigonde era muy dificil visualizar parénquima pulmonar nor-

afectado por las células tumorales, presentando uf@l. Las células tumorales se visualizaban facilmente en

histologia normal. (Fig. 3 B) estos noédulos y siempre acompariadas por otros tipos de
células (Fig. 3 F)

En el Grupo 2 se pudo observar que el parénquima
pulmonar, al igual que el higado se vio afectado por lainva- ~ Observamos células con granulos citoplasmaticos
sién tumoral. La poblacién celular fue heterogénea pudiéRAS positivos, ademas de las glicoproteinas de membrana
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to histoldgico del higado y pulmén de ratones con tumor TA3-MTX-R. Grupo 1: A) Higado, B) Pulmén.
Grupo 2: C) Higado, D) Pulmén. Grupo 3: E) Higado, F) Pulmén. Técnica de Arteta (400x); bama. 100

de los alvéolos. La invasiéon no se encontr6 restringida en  En general, las muestras de los 6rganos de ratones
un area sino que de manera desordenada. Junto a la invaisioulados con células tumorales, se caracterizaron por pre-
celular, se observaron numerosos capilares sanguineossétar una invasion celular moderada principalmente en
realizar una comparacién con el grupo 2, se puede ver qgriellos 6rganos altamente vascularizados como es el caso
histolégicamente fueron similares, no existiendo una difeel pulmén y el higado. Las células méas caracteristicas de
rencia significativa en cuanto a la invasion tumoral (p este proceso fueron las células mononucleares,
0,496). polimorfonucleares y células tumorales. Junto al infiltrado
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celular se observé una abundancia en la vascularizacionl@barrera de la mucosa gastrica en comparacion a otros
sitios cercanos a los nidos celulares descritos. Por otra p&INES, tanto en ensayos animales o humanos. Por lo cual
te, aquellos ratones que ademas de las células tumoradesia factible el uso de este farmaco de manera moderada en
recibieron el tratamiento con Celecoxib, presentaron algla-inhibicion de la angiogénesis, sin afectar la mucosa gastrica
nas caracteristicas histolégicas similares al Grupo 2.  por su uso prolongado.

Al observar las muestras de bazo, corazon, esofago, esté- Con respecto a las vias de diseminacion tumoral,
mago y duodeno de todos los grupos, no se evidenciatmmaret al.,(2005) describieron que existen dos posibles:
elementos morfol6gicos ajenos a una histologia normal. Clanlinfatica que afecta principalmente a los linfonodos
respecto a los efectos secundarios del tratamiento no exgdeiféricos y la hematégena que invade a higado y pulmo-
evidencia histologica que muestre que 6rganos del tubo des, vias coincidentes a lo encontrado en nuestro estudio.
gestivo se hayan visto afectados por la administracién oral
del medicamento durante el transcurso del experimento (da-  Ahora al analizar las metastasis vemos que el patrén
tos no mostrados). de metastasis pulmonar corresponde al descrito como “bala
de cafién”, los que son bien definidos, diseminados por to-
dos los I6bulos y preferentemente en la periferia.
DISCUSION
En el caso de la metastasis hepatica, Kushal.,
(2005) describieron que este 6rgano se ve afectado princi-
En el estudio del cancer, se utilizan diversas linegslmente por las neoplasias de mama, pulmén y colon, en
celulares, cada una de ellas con caracteristicas propias. doade existen area de necrosis central, hepatomegalia y
de estas es la del tumor TA3 en su variante multirresistem@dularidad del borde libre. Esto fue observado parcialmente
a drogas (Guerreret al). Si bien, existen diversos estudiosen los resultados ya que si bien la linea tumoral corresponde
en esta linea tumoral, no hay reportes de una descripc@muna linea mamaria, no se observdé hepatomegalia, la
morfoldgica detallada de esta, ni de su efecto frentenadularidad ni la necrosis central, sélo hallando una mayor
Celecoxib, inhibidor selectivo de COX-2. invasion en la periferia de los vasos sanguineos
intrahepaticos.
Al estudio mesoscépico y la descripcién del tumor,
vemos que este exhibe caracteristicas similares a las descri- Lalinea TA3-MTX-R es una variante multirresistente
tas por Guerreret al, los cuales utilizaron tumor TA3-MTX- a diversas drogas antineoplasicas, principalmente al
R, describiéndolo como un carcinoma mamario anaplasibtetotrexato (MTX), un antifolato que impide la éptima dis-
con zonas externas de necrosis y presencia de cuerposibilidad del 4cido félico por parte de las células, evitan-
apoptoticos. Por su parte Faroogual, utilizaron un car- do la sintesis de ADN y concomitante a una imposibilidad
cinoma mamario del tipo SCK el cual fue implantado ede duplicarse. Esta resistencia al MTX no afecta el meca-
ratones, estos lo describieron como altamente vasculaismo de accion de Celecoxib debido a que actdan por dos
invasivo y productor de metastasis pulmonar. vias distintas. Esta caracteristica puede ser extrapolada al
manejo clinico de paciente con neoplasias resistentes al tra-
Con respecto a la capacidad de invasion, los ratortesniento con MTX, en donde podrian recibir tratamiento
del presente estudio mueren 15 dias post- inoculacion,clon Celecoxib y disminuir asi la progresion tumoral.
cual nos permite concluir que el tumor TA3-MTX-R exhibe
caracteristicas similares a otros carcinomas mamarios  Con estos resultados reforzamos la idea del uso de
implantables. farmacos que permitan la inhibicién de varias caracteristi-
cas de la progresion tumoral como es el caso de la
En cuanto al analisis histolégico e histoquimico delngiogénesis y establecer asi las bases para futuras investi-
tumor los resultados obtenidos coinciden con las descrigaciones asociadas a esta linea tumoral.
por Guerrerat al.,en cuanto al tumor TA3-MTX-R. Tanto
los resultados de estos autores, asi como los nuestros, reve-
laron anaplasia y pleomorfismo en las células tumoralesAGRADECIMIENTOS

El andlisis histolégico e histoquimico de 6rganos
evidencié que el tubo digestivo no se vio afectado por el Ala Sra. Irma Orellana y al Sr. Jorge Leiva, por su
consumo de Celecoxib, lo que coincide con lo obtenido pdesinteresado apoyo técnico. Al Dr. Héctor Rodriguez, por
Copelliet al, en ratas. Este relata que Celecoxib no altesai colaboracion en las microfotografias obtenidas.
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SUMMARY: In the study of cancer diverse cellular lines are in use, each with its own characteristics. One of these tumor liA8s is the T

tumor variant, multi resistant to drugs. Although diverse studies exist in reference to this tumor line, there are moafetadlegjical descriptions

of this one, nor those that observe the effect of Celecoxib, a COX-2 tissue inhibitor. We used 18 mice divided in 3 grecpw¢daPBS
inoculation; TA3 tumor cell inoculation; cell tumor inoculation + treatment with Celecoxib (1000ppm) respectively. The m&acwiced and
histologically processed with H & E, PAS and Arteta stain. The study revealed that tumor showed a marked heterogeneifs sbrmeceosis

and central and peripheral neovascularization. Furthermore, Celecoxib significantly reduced tumor invasion in the livey. (pthérrgans

did not show significant differences when compared with the treated group. The results are similar to partial descripédns tieaelpast and

are comparable to other tumor lines. Itis estimated that the route of medication administration is critical for resethiiotergrhese results are
important in the discussion of other research where Celecoxib is used as an antiangiogenic drug and serves as bassdardhtwithin this

tumor line.

KEY WORDS: Tumor; Angiogenesis; Celecoxib.
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