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Accion de la carragenina e indometacina en el desarrollo y
poblacion de células cebadas en un fibrosarcoma murino
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RESUMEN

Antecedentes: Los factores de crecimiento son sustan-
cias claves en el crecimiento de tumores y su bloqueo un
objetivo potencial como terapia adyuvante. Diversos polisa-
caridos como la carragenina bloquean los factores de creci-
miento y pueden influir sobre las células cebadas (CC), de
controversial participacion en el desarrollo tumoral. Conse-
cuentemente nuestro objetivo fue evaluar la accion de carra-
genina e indometacina en el desarrollo de un fibrosarcoma
experimental y su accion sobre las CC. Métodos: En 4 lotes
de ratones Balb C se indujo un fibrosarcoma con Metilcolan-
treno; posteriormente se administrd al grupo 1 Carragenina
(C) 50 pg, al grupo 2 Indometacina (I) 100 pg, al grupo 3
Carragenina + Indometacina (CI) y el grupo 4 como testigo;
Se evalu6 el volumen tumoral y conteo de CC alos 3,6y 9
dias de desarrollo. Resultados: El volumen tumoral en los
grupos tratamiento fue significativamente menor que el gru-
po testigo a 6 y 9 dias, mientras que los grupo C y CI mos-
traron un volumen significativamente menor en relacion con
el grupo I a los 9 dias de tratamiento. El conteo de CC fue sig-
nificativamente menor en los grupos C 'y CI a los 3 y 6 dias
de tratamiento, con una tasa de variacion relativa decreciente
para ambos grupos en relacion con testigo e I. Conclusiones:
La carragenina produce una disminucién en el crecimiento y
volumen tumoral, asi como en el nimero de células cebadas,
en un modelo experimental de fibrosarcoma.

Palabras clave: fibrosarcoma, carragenina, indometaci-
na, células cebadas.

SUMMARY

Introduction: Growth Factors (GF) are important subs-
tances involved in the development of tumors. GF blockade
is an attractive strategy as coadjuvant therapy in neoplasia
treatment. Carrageenan acts by blocking GF and may
influence mast cells, having a controversial role in tumour
growth. We tried to analyze the effect of carrageenan and
indomethacin in the development of a murine fibrosarcoma
and its potential influence on mast cells population.
Material and Methods: 4 lots of Balb C mice with methyl-
cholanthrene induced fibrosarcoma received separately
carrageenan (C) 50 microg., Indomethacin (I) 100 microg,
Carrageenan-Indomethacin (CI), and saline solution.
Tumour volume and number of mast cells were evaluated at
3, 6 and 9 days of its development. Results: Tumour volu-
mes in treated groups were significantly smaller than those
of the witness group at 6 and 9 days of treatment, while C
and CI groups showed a significantly smaller volume than I
group at 9 days. Mast cells count was significantly lower in
C and CI groups after 3 and 6 days of treatment, showing a
relative decrease variation rate (RVR) when compared to
indomethacin and witness groups. Conclusions: Carragee-
nan causes a reduction in the development and volume of a
murine fibrosarcoma, and reduces mast cell population in
this type of experimental tumour.

Key words: fibrosarcoma, carrageenan, indomethacin,
mast cells.
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INTRODUCCION

El crecimiento de diversos tumores experimentales
depende de una amplia variedad de factores (irrigacion,
angiogénesis, estimulacion por factores de crecimiento,
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etc.), sobre los que se puede actuar en un intento de inhi-
bir o limitar la progresion tumoral. El bloqueo de facto-
res de crecimiento es, en este contexto, un objetivo atrac-
tivo de estudio que podria aplicarse como método adyu-
vante en la terapia oncoldgica. Diversas sustancias han
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demostrado capacidad de antagonizar dichos factores,
entre ellas los polisacaridos polisulfatados, que incluyen
sustancias tales como la heparina, el suramin y la carra-
genina (1,2), esta ultima un polisacarido de alto peso
molecular extraido de algas rojas y utilizado ampliamen-
te como aditivo alimentario en su funcion de espesante,
estabilizador y texturizador.

En un estudio previo (3) reportamos la disminucion
del crecimiento y volumen tumoral de un fibrosarcoma
murino por accidén de la carragenina, cuya principal pro-
piedad bioldgica es la de competir con diversos factores
de crecimiento por sus receptores celulares.

Asimismo, es probable la activa participacion de las
células cebadas en la regulacion del crecimiento tumoral.
El aumento del numero de CC asociada a tumores es
controversial. Algunos estudios demostraron un incre-
mento del nimero de CC en tumores humanos, tanto
espontaneos (4) como experimentales (5), mientras que
otros evidenciaron una falta de aumento del nimero de
dichas células (6) o simplemente no encontraron correla-
cion. Por otra parte, en ratones deficientes de CC que
recibieron Metilcolantreno como inductor tumoral, se
registrd6 una incidencia de tumores significativamente
mayor que en ratones normales (7). Estos resultados ava-
lan la hipédtesis de que las CC podrian estar involucradas
en la supresion de la génesis tumoral, pero no en la regu-
lacién del crecimiento de tumores desarrollados. Ya que
las CC producen fundamentalmente heparina, un polisa-
carido polisulfatado (8-10), histamina, promotor de la
microvasculatura en neoplasias (11) y proteasas, enzimas
facilitadoras de la invasion tumoral (12), su participacion
en el desarrollo tumoral no so6lo es factible, sino que ade-
mas la convierten en potencial blanco de accion para sus-
tancias como la carragenina.

Es conocido, asimismo, el efecto inflamatorio de la
carragenina (13), lo que estimula la produccion de pros-
taglandinas, las cuales promueven los procesos inflama-
torios, inmunoldgicos y angiogénicos en el crecimiento
tumoral. El bloqueo de la sintesis de prostaglandinas con
antiinflamatorios no esteroides tales como la indometa-
cina podria potenciar la accion anticancerigena de la
carragenina administradas en conjunto o, al menos, posi-
bilitar el estudio de la accidon de la carragenina sin el
componente inflamatorio (14).

Consecuentemente el objetivo del presente estudio
fue evaluar la accion de la carragenina e indometacina
sobre el crecimiento tumoral y la poblacién de células
cebadas en un fibrosarcoma murino experimental.

MATERIAL Y METODOS
Animales: Se emplearon 120 ratones cepa Balb/C

(machos y hembras) de 25 gramos de peso cada uno, los
que fueron mantenidos a 24° C y 50% de humedad, con
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12 hs. de luz y 12 hs. de oscuridad, alimentados con die-
ta balanceada (NUTRIC, Cérdoba, Argentina) y agua ad
libitum.

Induccion del tumor y obtencion de células tumora-
les: La induccion del fibrosarcoma se realizé mediante la
inoculacion subcutanea de cristales de metilcolantreno
en el flanco abdominal derecho y luego mantenido por
pasajes seriados in vivo de una suspension de 5 x 105
células viables del tumor. La viabilidad de las mismas se
determiné por el método de Azul Tripan. La suspension
de las células tumorales fue obtenida por digestion enzi-
matica del tumor con solucion salina balanceada de
Hank (HBSS) con 0,05% de proteasa tipo XXV y
0,001% de deoxirribonucleasa tipo I (Laboratorios SIG-
MA).

Medicion del volumen tumoral: El volumen del
tumor fue calculado tomando en cuenta sus diametros
mayor y menor (incluyendo piel) y se calculd segun la
formula: V=0,4 x d2 x D.

donde: V: Volumen tumoral; d: Didmetro menor; D:
Didmetro mayor del tumor.

Tratamiento con Indometacina y Carragenina.: Cuan-
do los tumores alcanzaron un volumen de 0,05 cm? los
ratones fueron separados en cuatro grupos de 30 anima-
les cada uno. Los ratones del grupo 1 fueron inyectados
cada uno con 100 pg de indometacina (IM 75 Laborato-
rio Montpellier); el grupo 2 recibi6 50 pg de carrageni-
na lambda tipo IV (Laboratorio SIGMA); al grupo 3 se
le administro 100 pg de indometacina y 50 ug de carra-
genina lambda. El grupo 4 definido como testigo recibio
0,1 ml de solucién salina balanceada.

Todas las inoculaciones se realizaron diariamente
durante 20 dias en un volumen de 0,1 ml de solucion sali-
na balanceada mas la droga correspondiente.

Conteo de células cebadas: Diez ratones de cada
grupo fueron sacrificados al 3., 6.° y 9.° dia de iniciado
el tratamiento y se resecé el tumor junto al tejido peritu-
moral, el cual fue fijado en formol al 10% durante 24 hs.
y procesado con técnica histologica convencional de
inclusion en parafina. Se realizaron cortes de 5 p que
fueron tefiidos con técnica de azul de Toluidina para
identificaciéon de células cebadas (Mc Manus and
Mowry, 1968).

Se contabilizaron las células cebadas de dos cortes
histolégicos de cada tumor y por cada ratén en estudio.
Los cortes fueron examinados por microscopio de luz
(LEITZ) a un aumento de 40 x. El conteo de las células
cebadas se realiz6 interponiendo una grilla con areas de
4 mm en las que se evaluo la presencia de células ceba-
das desde 2 mm del tejido peritumoral y hasta una pro-
fundidad de 2 mm de tejido tumoral.

Andalisis estadistico: Los resultados se expresaron en
media (£DS). Las variables fueron examinadas con Test
de normalidad y analisis de varianza (ANOVA), con pos-
terior aplicacion del Test de comparacion multiple para
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muestras pareadas (Test de Tuckey). Un valor de p<0,05
fue considerado estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Volumen Tumoral: La variacion del volumen tumoral
en los diferentes grupos al 3.%, 6.° y 9.° dia se represen-
ta en la tabla 1.

El volumen tumoral en los ratones testigo (T) aumen-
to en forma significativa desde el 3.°" al 9.° dia de des-
arrollo. Igualmente el volumen tumoral en los grupos
tratados aumentd en general en forma significativa del
3.f al 9.° dia (excepto para Carragenina C;_,4p). El ana-
lisis de la tasa de crecimiento tumoral (fig. 1) de los gru-
pos tratados en relacion con el grupo testigo evidencid
menor volumen tumoral, en cualquier grupo, a los 6 y 9
dias de tratamiento, en forma significativa, mientras que
no se observaron diferencias con el grupo testigo en el
3.°" dia (excepto para C; <> T3 = p<0,05 ). Al comparar
los volimenes tumorales de los grupos tratados entre si,
no se observaron diferencias al 3. y 6.° dia (excepto
para Ig <> C4 = p<0,05), mientras que el analisis del 9.°
dia mostrd un volumen significativamente menor en los

TABLA 1. Volumen tumoral (cm®) en diferentes grupos a
distintos tiempos de tratamiento

Basal 3d 6d 9d
Testigo 0,05 0,41 0,78 2,15
Indometacina 0,05 0,36 0,54 1,38
Carragenina 0,05 0,23* 0,36* 0,87
Carragenina-
Indometacina 0,05 0,29 0,46 0,90

P < 0,05 en cada grupo para los diferentes tiempos de tratamiento,
excepto para * = p NS.
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Fig. 1: Tasa de variacion relativa de volumen tumoral a distintos dias
de tratamiento.

grupos Cy y Cly en relacién con Iy y sin diferencias sig-
nificativas entre Cy <> Clg (p = NS).

Es de destacar que el grupo Carragenina presentd los
menores volimenes tumorales para cualquier dia de cre-
cimiento analizado, con diferencias significativas en
general en relacion con el resto de los grupos.

El analisis de la velocidad de crecimiento tumoral
(fig. 2) evidencid en general valores estables al 3. y 6.°
dia en el grupo testigo con un significativo incremento al
9.° dia. Los grupos tratamiento experimentaron en gene-
ral una leve disminucion de la velocidad de crecimiento
al 3er y 6.0 dia con posterior aumento de dicha velocidad
al 9.° dia, aunque menor que el grupo testigo, correspon-
diendo al grupo CI y C los valores mas bajos en térmi-
nos de velocidad de crecimiento tumoral.

Células Cebadas: El conteo de CC (tabla 2, fig. 3) en
el grupo testigo (con relacion al 3.°" dia) reveldo un
aumento significativo al 9.° dia, y sin diferencias al 6.°
dia de analisis.

El nimero de CC en los grupos tratados igualmente
aument6 significativamente entre el 3., 6.° y 9.° dia de
desarrollo, (excepto para Csp—Cop y Clgp—Clgp) pero
en forma significativamente menor que el grupo testigo,
con excepcion del grupo Indometacina.
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Fig. 2: Velocidad de Crecimiento tumoral a distintos dias de trata-
miento.

TABLA 2. Cantidad de células cebadas (mm?) en diferentes
grupos a distintos tiempo de tratamiento

3 dias 6 dias 9 dias
Testigo 3,22% 3,15% 5,25
Indometacina 3,14 3,41 5,66
Carragenina 1,44 2,15% 2,28%
Carragenina-
Indometacina 1,35 2,26* 2,37*

P < 0,05 en cada grupo para los diferentes tiempo s de tratamiento,
excepto para * =p NS.
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Fig. 3: Conteo de células cebadas a distintos dias de tratamiento.

La comparacion de los recuentos celulares entre los
diferentes grupos al 3. y 6.° dia evidencio diferencias
significativas entre dos pares de grupos bien definidos:
Testigo e Indometacina por un lado vs. Carragenina y
Carragenina-Indometacina por otro, con menor cantidad
de CC en los grupos Carragenina y Carragenina-Indo-
metacina en relacion con Testigo e Indometacina y sin
diferencias en cada grupo par, lo que evidencia el efecto
de la carragenina en la disminucién del numero de CC.
Finalmente el analisis al 9.° dia mostré diferencias signi-
ficativas entre todos los grupos entre si (excepto para
Cy>Cly), correspondiendo los valores mas bajos a los
grupos Cy CL

El analisis de la tasa de variacion relativa (fig. 4)
mostr6 un patron decreciente para los grupos Cy CI, con
un patrén a tasa creciente para los grupos testigo e Indo-
metacina.

Finalmente el analisis comparativo no permitié demos-
trar alguna correlacion entre la disminucion del volumen
tumoral y la cantidad de células cebadas por tumor.
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Fig. 4: Tasa de variacion relativa de células cebadas a distintos dias de
tratamiento.
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DISCUSION

El presente estudio demuestra que la carragenina pro-
duce una disminucién en el crecimiento y volumen
tumoral, asi como en el nimero de células cebadas, en un
modelo experimental de fibrosarcoma.

El volumen tumoral alcanzado en todos los grupos de
tratamiento fue significativamente menor que el volumen
tumoral del grupo testigo, lo que evidencia un claro efec-
to del tratamiento sobre el crecimiento del fibrosarcoma.
El tratamiento con carragenina fue el que mostr6 la mayor
disminucién de volumen tumoral en relaciéon con el gru-
po testigo, en forma significativa aun en el analisis al 3.
dia de desarrollo, donde fue el tinico grupo con volumen
tumoral significativamente menor que el testigo.

El andlisis entre grupos de tratamiento mostrd que la
carragenina produjo una mayor disminucion del volumen
tumoral en relaciéon con indometacina evidenciable
recién a los 9 dias de tratamiento, ya que el analisis mas
precoz (3. y 6.° dia) no arrojo en general diferencias
entre los distintos grupos.

Asimismo, el tratamiento del tumor evidencié un
retardo en la velocidad de crecimiento tumoral en todos
los grupos en relacidon con testigo, pero con mayor retar-
do en los grupos tratados con carragenina. Esta disminu-
cion de velocidad fue mas evidente a los 9 dias de trata-
miento.

Si bien ha sido demostrado el efecto protumorigéni-
co local de la carragenina en modelos de inflamacion
experimental (15) experimentos con células tumorales en
cultivo han mostrado la inhibicién por la carragenina de
la proliferacién celular asi como el incremento de la
apoptosis, por lo que sus efectos protumorales in vivo no
parecen depender de una estimulacién directa de la célu-
las neoplasicas sino de una induccion de la respuesta
humoral-celular que genera niveles aumentados de pros-
tanoides y citoquinas pro-inflamatorias, las cuales acele-
rarian el crecimiento tumoral. En este contexto, ya ha
sido demostrado in vivo e in vitro la supresion del creci-
miento de fibrosarcomas experimentales por accion de
drogas antiinflamatorias (16). Es de destacar que nuestro
modelo no provoca una inflamacién en el sitio de creci-
miento tumoral, sino una disminucién del crecimiento de
los tumores por accion directa de la carragenina sobre las
células tumorales, en concentraciones micromolares
(0,002 pgr carragenina/mg de raton).

La disminucion del crecimiento tumoral provocada
por la carragenina probablemente sea debida a la inhibi-
cion de la unién de diversos factores de crecimiento con
sus receptores (17), tal como el Factor de crecimiento
Fibroblastico basico (FGFb), Factor de Crecimiento deri-
vado de las plaquetas (PDGF), Factor de crecimiento
transformante beta (TGF-f;), Factor de crecimiento
Insulinico —1 (IGF-1) y Factor de crecimiento transfor-
mante alfa (TGF-o). Todos estos factores estimulan la
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mitosis (18) y la migracion de células endoteliales y
tumorales (19), con el consiguiente incremento del volu-
men tumoral.

Por otra parte, el analisis del conteo de células ceba-
das mostré que el tratamiento con carragenina (sola o
asociada a Indometacina) disminuye la poblacion total de
dichas células, mientras que el tratamiento con Indome-
tacina produjo resultados similares al grupo testigo, lo
que evidencia un efecto inhibitorio de la carragenina
sobre la poblacion total de células cebadas. Es de desta-
car que esta accion fue evidenciable desde los primeros
dias de tratamiento.

El mecanismo por el cual la carragenina altera la pobla-
cién de células cebadas en el fibrosarcoma es desconocido.
Se postula una probable inhibicion de la Interleukina 3 (IL-
3), sustancia que estimula la proliferacion de CC (20) y del
c-Kit ligando, que estimula su maduracion (21).

La disminucion del numero de CC en tumores lleva-
ria, en este contexto, a una disminucion de la secrecion
de histamina y heparina por estas células. Ya que la hepa-
rina fija y protege factores de crecimiento (22) su menor
produccion podria llevar a una inhibicion del crecimien-
to tumoral; de igual forma la disminucion de la secrecion
de histamina podria alterar la angiogénesis (23,24) y
contribuir igualmente a la inhibicién del crecimiento
tumoral. De todas formas, y en concordancia con estu-
dios anteriores, no queda claro si las CC contribuyen a la
inhibicion del crecimiento tumoral o, por el contrario,
tienen algtin rol adyuvante en la progresion tumoral (25).

Por otra parte, la indometacina, al igual que estudios
previos (26-28), demostr6é un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento tumoral, aunque de menor magnitud que la
carragenina. El conocido bloqueo sobre las prostaglandi-
nas (29) seria el responsable de su efecto antitumoral, ya
que las prostaglandinas han sido reconocidas como induc-
toras del crecimiento tumoral (12,30-38). No obstante, en
nuestro estudio la asociacion de Carragenina con Indome-
tacina no produjo un efecto aditivo 6 sinérgico en la inhi-
bicion del crecimiento tumoral o en el niimero de CC.

En base a los resultados obtenidos, si bien la carrage-
nina ha demostrado su efecto antitumoral experimental,
son necesarios mas estudios para definir el rol de las
células cebadas en el crecimiento de tumores.
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