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Los tumores sélidos para crecer mas de 2 mm, necesitan desarrollar nuevos vasos sanguineos. Las
células neopléasicas secretan factores de crecimiento que estimulan la angiogénesis y el crecimiento
tumoral. La Carragenina blogquea in vitro la union de los factores de crecimiento a sus receptores. Ensayamos in
vivo su accion con el objeto de analizar si inhibe el desarrollo de un fibrosarcoma murino. Para neutralizar la ac-
cién inflamatoria de la Carragenina usamos la Indometacina, que es un antiinflamatorio no esteroide. El tumor usa-
do fue un fibrosarcoma inducido con metilcolantreno en ratones Balb/c y mantenido por pasaje seriado de células
tumorales, en ratones de la misma cepa. El volumen de los tumores fue evaluado midiendo dos dimensiones y
aplicando la férmula V = 0.4 x d? x D. Los ratones con tumores fueron separados en grupos, uno de los cuales se
us6 como testigo y los otros tratados en forma separada con Indometacina, Carragenina y Carragenina-Indometacina.
Se compar6 el volumen de los tumores de los ratones tratados con respecto al testigo y el de los tratados entre si,
utilizando el Test t de Student. Se demostré que la Carragenina y la Indometacina, inhiben el desarrollo del
fibrosarcoma. La accion inhibitoria de la Carragenina sobre el crecimiento tumoral es significativamente mayor que
el efecto antitumoral de la Indometacina y el de la Carragenina-Indometacina.

Resumen

Abstract Effect of carrageenan and indomethacin on the growth of a murine fibrosarcoma . In order to
grow, solid tumors need to develop new blood vessels. Neoplastic cells secrete growth factors that
stimulate angiogenesis and tumor growth. Since Carrageenan acts as in vitro blocking agent which interferes with
growth factor-receptor binding, we tested its action in vivo in order to analyze its growth inhibition capability in an
experimental murine fibrosarcoma model. Indomethacin was used as a non-steroidal anti-inflammatory agent to
neutralize the inflammatory action of Carrageenan. A murine fibrosarcoma was induced with methylcholanthrene in
Balb/c mice and maintained by serial passage of tumor cells in mice of the same strain. Tumor volume was evaluated
measuring two dimensions and applying the formula V = 0.4 x d? x D. The mice with tumors were separated into
groups; one of them was used as control and the other ones were treated with Indomethacin, Carrageenan and
Carrageenan-Indomethacin. Tumor volume was compared between groups using the Student t Test. We demonstrated
that Carrageenan and Indomethacin inhibit tumor growth. The inhibitory action of Carrageenan is significantly higher
than the antitumoral effect of either Indomethacin or Carrageenan-Indomethacin.
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Los factores de crecimiento son polipéptidos que
modulan una amplia variedad de funciones celulares, por
lo que representan un atractivo blanco para el desarrollo
de drogas antagonistas.

Un importante grupo de antagonistas de factores de
crecimiento es el de los polisacaridos polisulfatados?
como la Heparina, que modula la actividad del factor de
crecimiento fibroblastico acido (FGFa) y basico (FGFb)*
3.4 el Dextran-Sulfato, que modula las actividades del
factor de crecimiento fibroblastico soluble (FGFs)® y el
Suramin®, que inhibe la unién a sus receptores de un
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importante grupo de factores de crecimiento. Finalmen-
te, la Carragenina representa una familia de polisacéaridos
polisulfatados, cuyos efectos fisioldgicos incluyen la
modulacion de la funcion inmune inflamatoria” & ° y acti-
vidad antimetastasica'®. Recientemente se demostré que
la Carragenina inhibe la union del FGFb, del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), del fac-
tor de crecimiento transformante-p1 (TGF), del factor de
crecimiento insulinico-1 (IGF,) y del factor de crecimien-
to transformante-a (TGFa) a sus receptores.

La produccién de FGFb esta implicada en la prolife-
racion y neovascularizacion de tumores't, por lo que la
Carragenina podria ensayarse como agente antican-
ceroso. Como la Carragenina es un agente inflamato-
rio” &9, su posible actividad anticancerigena puede ser
evaluada experimentalmente con y sin el componente
inflamatorio.



226

La inflamacién producida por la Carragenina se debe
fundamentalmente a que esta sustancia estimula la pro-
duccién de prostaglandinas™ &, las cuales derivan del
metabolismo del acido araquidénico*? y promueven los
procesos inflamatorios-inmunolégicos y angiogénicos®
1415 Para anular la inflamacién producida por la Carra-
genina puede usarse la Indometacina®, un antiinfla-
matorio no esteroide que bloquea la sintesis de prosta-
glandinas®.

Dado que las prostaglandinas producidas por las cé-
lulas tumorales?®? inducen angiogénesis en tumores s6-
lidos'’, el uso experimental de la Indometacina poten-
ciaria la accion anticancerigena de la Carragenina. Es
conocido que la Indometacina inhibe la respuesta
vascular tumoral estimulada por linfocitos y macro-
fagos®® 1°, asi como también inhibe el crecimiento del
tumor desmoide? y del carcinoma hepatocelular con
hipercalcemia®.

En el presente trabajo se analiza la accion de la
Carragenina y la Indometacina sobre el crecimiento de
un fibrosarcoma murino.

Materiales y métodos

Animales: Se utilizaron 200 ratones Balb/c endocriados, de 4
meses de vida, machos y hembras, de 25 gramos de peso
corporal, mantenidos a 24°C y 50% de humedad, con 12 ho-
ras de luz y 12 horas de oscuridad. Fueron alimentados con
una dieta balanceada (NUTRIC, Cérdoba) y agua potable a
discrecion.

Induccion del tumor: El tumor usado fue un fibrosarcoma
inducido inicialmente en ratones Balb/c, por el implante sub-
cutaneo de cristales de metilcolantreno en el flanco lateral
derecho y mantenido por pasaje seriado in vivo mediante
la inoculacién de 5x10° células tumorales viables, en rato-
nes de la misma cepa. La viabilidad de las células tumo-
rales fue determinada por el método de exclusién con azul
tripéan.

La suspensién de las células tumorales fue obtenida por
digestion enzimatica del tumor con solucion salina balanceada
de Hank (HBSS) conteniendo 0.05% de proteasa tipo XXV y
0.001% de deoxirribonucleasa tipo | (todas las enzimas usa-
das fueron de Laboratorio SIGMA).

Medicion del volumen tumoral: El volumen tumoral fue eva-
luado midiendo con calibre Vernier dos dimensiones: Diametro
mayor y Didmetro menor (incluyendo la piel).

El volumen fue calculado usando la férmula: V = 0.4 x d? x
D. Donde V es el volumen tumoral en cm®, D y d correspon-
den al didmetro mayor y menor respectivamente.
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Tratamiento con Indometacina y Carragenina: Cuando los
tumores alcanzaron un volumen de 0.05 cm?, se separaron los
ratones en 4 grupos de 50 animales cada uno. A cada ratén
del Grupo 1 se le inyecté 100 pg de Indometacina (IM 75 La-
boratorio Montpellier); el Grupo 2 recibié 50 pg de lambda
Carragenina, tipo IV (Laboratorio SIGMA, lote 15H0281); el
Grupo 3 100 pg de Indometacina y 50 ug de Carragenina, y el
Grupo 4 fue usado como control, inyectandosele 0.1 ml de so-
lucién fisiologica salina.

Todas las inoculaciones se hicieron diariamente durante 20
dias, por via intraperitoneal en un volumen de 0.1 ml de solu-
cion fisioldgica salina.

A todos los grupos se les realizé una evaluacion del volu-
men tumoral a los 3, 6, 9 y 20 dias de desarrollo.

Anélisis estadistico: Los volimenes de los tumores de los
ratones testigos a los 3, 6, 9 y 20 dias fueron comparados con
el volumen de los tumores de los ratones tratados en los mis-
mos tiempos, mediante el test t de Student para muestras no
pareadas.

Asi mismo, el andlisis del volumen de los tumores de los
ratones tratados fueron comparados entre si, usando el mis-
mo test.

El volumen de los tumores del grupo testigo fue compara-
do en sus diferentes tiempos de desarrollo tumoral (3, 6,9y
20 dias) mediante el analisis estadistico del test T de Student
para muestras pareadas. Del mismo modo, el volumen de los
tumores de los ratones tratados de cada tratamiento se com-
par6 en los mismos tiempos de desarrollo por el mismo test.

Los resultados (media-error estandar) fueron representados
por gréficas en curva.

Resultados

Los tumores de los ratones tratados con Indometacina
alcanzaron un volumen menor que el de los tumores de
los ratones testigo, a los 6 (p < 0.001), 9 (p < 0.001) y 20
dias de tratamiento (p < 0.001), no asi a los 3 dias, tiempo
en el cual no hubo diferencias significativas, (Tabla 1,
Fig. 1). El volumen de los tumores de ratones tratados
con Carragenina fue menor que el de los testigos a los 3
(p <0.001), 6 (p <0.001), 9 (p < 0.001) y 20 dias (Tabla
1, Fig. 1). Del mismo modo, el volumen de los tumores
de los ratones tratados con Carragenina-Indometacina
fue menor que el volumen del grupo testigo a los 3 (p <
0.001), 6 (p < 0.001), 9 (p < 0.001) y 20 dias de trata-
miento (p < 0.001) (Tabla 1, Fig. 1).

El analisis comparativo de los volimenes de los tu-
mores de los ratones tratados entre si mostré que el
volumen tumoral del grupo Carragenina fue menor a los
3 (p<0.001), 6 (p <0.02) y 20 dias (p < 0.05) en relacion

TABLA 1.— Volumen tumoral de diferentes grupos en relacioén al tiempo (cm?®)

Tratamientos 3 dias 6 dias 9 dias N 20 dias Muertos
Testigo 04+79 0.8 +0.03 22+0.1 50 8.1+0.6 37
Carragenina 0.2+0.01 0.4 +0.03 09+0.1 50 28+0.2 8
Indometacina 0.4+8.9 0.5+0.02 1.4+0.1 50 4.8+0.3 16
Carragenina 0.3+0.01 0.5+ 0.04 09+0.1 50 3.5+0.2 13

Indometacina
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Fig. 1.— Relacién del crecimiento tumoral con respecto a los
dias de tratamiento

con el grupo Carragenina-Indometacina, sin diferencia
significativa a los 9 dias (Fig. 1). El analisis comparativo
del volumen tumoral del grupo Indometacina en relacion
al grupo Carragenina-Indometacina evidencié que el
volumen del grupo Indometacina fue menor a los 3 (p<
0.001), 9 (p< 0.001) y 20 dias (p < 0.02), yno asi alos 6
dias (p NS). (Fig. 1). El volumen tumoral del grupo testi-
go fue en aumento en relacion con el tiempo considera-
do, alcanzando una media de 0.4 cm?® a los 3 dias, 0.8
cmd alos 6 dias, 2.2 cm® a los 9 dias y 8.1 a los 20 dias
(Tabla 1), con diferencias significativas en sus volime-
nes entre los 3y 6 dias (p < 0.001), 3y 9 dias (p <
0.001), 6 y 9 dias (p < 0.001) y 9y 20 dias (p < 0.001),
(Fig. 1).

De igual forma el volumen tumoral de los grupos tra-
tados (Carragenina y Carragenina-Indometacina), se
incremento en relacion con el tiempo considerado. En el
grupo Indometacina, el volumen tumoral a los 3 dias al-
canzo6 una media de 0.4 cm?, a los 6 dias 0.5 cm?, a los
9 dias 1.4 cm® y a los 20 dias 4.8 cm® (Tabla 1), con
diferencias significativas entre 3 y 6 dias (p< 0.001), 3y
9 dias (p <0.001), 6 y 9 dias (p <0.001) y 9y 20 dias de
tratamiento (p < 0.001), (Fig. 1).

El grupo Carragenina tuvo igualmente un crecimiento
sostenido, con una media de 0.2 cm® a los 3 dias, 0.4 cm®
a los 6 dias, 0.9 cm® a los 9 dias y 2.8 cm?® a los 20 dias
(Tabla 1), con diferencias significativas entre los 3y 6
dias (p < 0.001), 3y 9 dias (p < 0.001), 6 y 9 dias (p <
0.001) y 9 y 20 dias de tratamiento (p < 0.001), (Fig. 1).

El volumen tumoral del grupo Carragenina-Indo-
metacina alcanz6 a los 3 dias una media de 0.3 cm?, a
los 6 dias 0.5 cm?, alos 9 dias 0.9 cm®y a los 20 dias de
3.5 cm? (Tablal), arrojando diferencias significativas entre
los 3y 6 dias (p < 0.001), 3y 9 dias (p <0.001),6y9
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dias (p < 0.001) y 9y 20 dias de tratamiento (p< 0.001),
(Fig. 1).

Durante el tiempo de tratamiento considerado no se
evidenciaron regresiones en ninguno de los tumores.

Discusion

El presente estudio demuestra que la Carragenina y la
Indometacina inhiben el crecimiento del fibrosarcoma.

Se sabe que los inhibidores de las prostaglandinas, y
en particular la Indometacina, inhiben el desarrollo
tumoral®. La Indometacina inhibe la sintesis de prosta-
glandinas, especialmente la PgE, que es un efector ce-
lular de muchas citoquinas en el proceso de la regula-
cién inmune-inflamatoria?®. Los tumores sélidos produ-
cen altos niveles de prostaglandinas?®, las cuales regu-
lan la sintesis de Interleuquina-1%, que tiene un efecto
supresor sobre la respuesta inmune-antitumoral?®®.

Por otra parte, se ha demostrado que la Indometacina
inhibe la angiogénesis tumoral la que esta directamente
relacionada con el crecimiento de los tumores sélidos.
Las prostaglandinas producidas por las células tumorales
o linfocitos y macréfagos asociados al tumor, inducen
angiogénesis, por lo que son consideradas un importan-
te componente de las reacciones neovasculares®. La
angiogénesis, a su vez, esta directamente relacionada
con el crecimiento de tumores s6lidos?, por lo que és-
tos, son angiogénico-dependientes para su crecimiento.

En nuestros estudios, el efecto de la Indometacina
en la determinacion del volumen del fibrosarcoma a los
3 dias de tratamiento, no arroj6 diferencias significati-
vas respecto del volumen de los tumores del grupo tra-
tado, lo que indica que la Indometacina ejerce un efecto
inhibitorio tardio sobre el crecimiento tumoral, por lo que
es probable que las prostaglandinas no tengan una ac-
cién directa e inmediata sobre el desarrollo tumoral, sino
por medio de otros efectores.

Asi mismo, demostramos que la Carragenina tiene
un efecto inhibitorio sobre el desarrollo del fiborosarcoma.
Siendo la Carragenina un antagonista de factores de
crecimiento in vitro', es probable que lo sea también in
vivo; esta seria la razén por la cual la Carragenina ejer-
ceria un efecto inhibitorio sobre el crecimiento tumoral.
La Carragenina, por otra parte, es una sustancia
inflamatoria’ y la inflamacién producida por la misma
puede acentuar la accién antitumoral por incremento de
la sintesis de factor de necrosis tumoral, gamma
interferén y otras sustancias. Esto es probable, ya que
si bien los tratamientos combinados con Carragenina-
Indometacina frenan el desarrollo del fibrosarcoma, el
crecimiento es levemente mayor que en los tratados con
Carragenina sola, que conlleva un proceso inflamatorio.
Razonablemente pensamos que en los tratamientos com-
binados, la accién antitumoral deberia potenciarse. Sin



228

embargo, demostramos que la asociacion Carragenina-
Indometacina no intensifica la inhibicion del crecimiento
del fibrosarcoma, con respecto al tratamiento con
Carragenina sola.

Por ser la Carragenina un polisacéarido polisulfatado
es posible que comparta la propiedad antiangiogénica
que tienen otros polisacaridos polisulfatados como el
Suramin® y acentuar de este modo su actividad anti-
tumoral.

En los tratamientos combinados el volumen de los
tumores a los 3 y 6 dias fue mayor que en los tratados
con Carragenina sola, lo que acentla la posibilidad de
que la inflamacion producida por la Carragenina intensi-
fique su accién antitumoral.

Si comparamos el efecto del tratamiento con Indome-
tacina con el tratamiento combinado con Indometacina-
Carragenina, vemos que se produce una sumatoria leve
de la actividad antitumoral de ambas sustancias; pero
es menor que el efecto antitumoral de la Carragenina
sola por lo que demostramos que prevalece la accién
antitumoral de la Carragenina sobre la Indometacina y
sobre la combinacién Indometacina-Carragenina. La
actividad antitumoral de la Carragenina e Indometacina
se potencia con respecto al tratamiento con Indome-
tacina, pero no con respecto al tratamiento con Carra-
genina.

Por otra parte ni la Carragenina ni la Indometacina
provocan regresiones de los tumores, siendo el creci-
miento tumoral continuo en el lapso de los 20 dias de
tratamiento, lo que implica que estas sustancias ejercen
un efecto antitumoral moderado.

Los resultados obtenidos parecen indicar que la
Indometacina y la Carragenina son dos sustancias que
potencialmente podrian ser usadas como adyuvantes
en el tratamiento de tumores sélidos y sus metastasis.
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