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Introduction: A common feature in cancer is the development of angiogenesis, defined as the
formation of blood vessels from preexisting ones, highly developed in malignant neoplasms
to establish the prevalence of angiogenic factors over anti-angiogenic factors, which in
physiological conditions are balanced. While there are currently several antiangiogenic therapies,
the compared effect of celecoxib and anti-VEGF antibodies has not been performed on an in
vivo model, such as chick chorioallantoid membrane (CAM). Materials and Methods: In this
investigation, Methotrexate-resistant TA3 tumor supernatant (TA3-MTX-R) was instilled on the
CAM, where a group was also treated with anti-VEGF ., antibodies (20 ug/mL) and another was
treated with celecoxib in a concentration of 1000 ppm. Samples were processed histologically
and stained with Hematoxylin Eosin-Alcian Blue. Double blind in blood vessels counting was
performed using an optical microscope at 400x. Results: Both treatments promote reduced
vascular density, where group treated with anti-VEGF antibodies was more antiangiogenic than
group treated with celecoxib (p < 0.05). Conclusions: anti-angiogenic anti-VEGF potential and
its greater efficacy compared with celecoxib is evident, due to their different mechanisms of
action. Future studies should involve the co-adjuvant effect between celecoxib and anti-VEGF in
cancer patients resistant to treatment with methotrexate.
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INTRODUCCION

| cdncer constituye la segunda causa de muerte

en nuestro pais, luego de los accidentes cardio-
vasculares. Entre los diferentes mecanismos fisio-
patolégicos involucrados en el crecimiento tumo-
ral, se encuentra la angiogénesis. Esta comprende
la formacién de vasos sanguineos a partir de otros
preexistentes. Es fisiolégica en el desarrollo em-
brionario, cicatrizacién y el ciclo menstrual, pero
patoldgica en cuadros de neoplasias malignas®.

La capacidad del tumor de progresar desde un fe-
notipo no angiogénico a uno angiogénico es fun-
damental en la progresién del cincer. Al estable-
cerse una prevalencia de factores proangiogénicos
por sobre los antiangiogénicos, se desencadena la
angiogénesis y con ella, la expansion tumoral. Este
angiogenic switch propuesto por Folkman y Wat-
son en 1989, transcurre mediante una serie de eta-
pas: primero, las células tumorales expresan mds
proteinas angiogénicas como factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) o factor de crecimien-
to fibroblastico 2 (FGF2), y mds tarde, lo hacen las
células estromales. Luego decrece la expresion de
inhibidores endégenos de la angiogénesis por parte
de ambos tipos celulares.

Como la respuesta angiogénica surge ante con-
diciones de hipoxia o isquemia®, el VEGF acttia
aumentando la permeabilidad vascular y partici-
pando como factor antiapoptdtico en las células
endoteliales de los nuevos vasos formados®, pro-
moviendo la potencialidad metastdsica del tumor
en formacién. De sus variantes, el VEGEF-A es el
factor mds importante en la angiogénesis, al esti-
mular la sintesis de proteasas, migracién y proli-
feracion de las células endoteliales”. Existen es-
tudios donde se bloqued la expresién del VEGF
en cuestién, mediante la utilizacién de sorafenib
y sunitinib, que interactuaban con el receptor de
tirosina kinasa KDR o VEGFR-29, en los cuales

disminuyd la angiogénesis.
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Por otra parte, se ha estudiado el efecto del uso de
antiinflamatorios sobre el crecimiento tumoral. La
expresion elevada de la enzima Ciclooxigenasa 2
(COX-2, involucrada en la sintesis de prostaglan-
dinas) ha sido reportada en una gran cantidad de
tumores, dada su expresién inducida por mitége-
nos, citoquinas y promotores de tumores®. Inves-
tigaciones demuestran que la sobreexpresién de
COX-2, bajo determinadas condiciones, facilita la
formacién de tumores mediante variados mecanis-
mos, entre ellos la angiogénesis”.

Asi, COX-2 se perfila como un potente blanco
terapéutico de los antiinflamatorios no esteroi-
dales en el cincer, como celecoxib (Celebra®), el
primer firmaco especifico en el bloqueo de COX-
2. En estudios experimentales, la administracion
periédica de celecoxib causé una significativa re-
duccién en la presencia de pélipos colorrectales,
y ademds, ha mostrado ser un eficiente inhibidor
de tumorigénesis y angiogénesis en modelos ani-
males®©.

De este modo, se estudiard el efecto sobre la an-
giogénesis del bloqueo de VEGF, usando un anti-
cuerpo policlonal anti-VEGF
tividad biolégica®. Se pretende comparar el efecto

que inhibe su ac-

de este anticuerpo y de celecoxib sobre la angiogé-
nesis inducida por sobrenadante de células tumo-
rales resistentes a metotrexato (MTX), evaluando
la variacién de la densidad vascular frente a anti-
VEGF y frente a celecoxib en un modelo iz vivo de
membrana alantocoriénica de pollo (MAC).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 60 huevos de pollo Gallus gallus de
raza White Leghorn embrionados, obtenidos del
Instituto de Salud Publica, y se estudié la mem-
brana alantocoriénica para analizar la densidad
microvascular, de acuerdo a lo descrito previamen-
te®!9. Brevemente, los huevos fueron incubados
a 37° C en una cidmara humidificada. A las 48

Revista Hospital Clinico Universidad de Chile



horas de cultivo, se perford la cimara de aire para
extraer aproximadamente 2 mL de albiimina con
una pipeta Pasteur. Realizado el procedimiento, se
desinfecté el drea con una solucién de alcohol yo-
dado y se tap6 con cinta adhesiva. Luego se realizé
a nivel dorsal y en forma estéril una ventana de 2,5
cm. de ancho por 2 cm. de largo, manteniendo la
misma orientacién con la que fue incubada ante-
riormente.

A los 8 dias de incubacién en la cdmara a 37°C se
ubicé un filtro de metilcelulosa sobre las MAC en
las zonas donde se observaba mayor desarrollo de
vasos sanguineos, agregdndose sobre ellos 10 p L
de las siguientes sustancias:

1. Sobrenadante tumoral de tumor TA3: ob-
tenido a partir de células tumorales de cre-
cimiento ascitico provenientes de una linea
tumoral TA3 resistente a MTX" (TA3-MTX-
R) y portadas por ratones de la cepa AJ. Estas
células son seleccionadas a partir de traspasos
sucesivos del fluido ascitico de los ratones, tra-
tados por via peritoneal con MTX con una
dosis de 0,1 mg/kg/48 hrs. Las células TA3-
MTX-R se obtienen al sexto dia post inocu-
lacién intraperitoneal de células tumorales,
contenidas en el flujo ascitico de los ratones.
Los ratones son eutanasiados y se obtiene el
liquido ascitico, el cual se centrifuga a 3500
rpm por 10 minutos para obtener el sobrena-
dante tumoral.

2. Anti-VEGEF: anticuerpo policlonal anti-VE-
GF (Millipore®, Billerica MA, USA), a una
concentracién de 20pg/mL. Se instilan 10 p L

sobre las MAC destinadas a recibirlo.

3. Celecoxib: se usa el firmaco Celebra® 200 mg
(Pfizer®), diluido en H,O destilada en una con-
centracién de celecoxib 1000 ppm (200 mg en
200 ml de H,O destilada).
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Se disefaron los siguientes grupos de experimen-
tacion:

¢ Grupo 1 control (n=15): 10 u L de H,O destilada.
e Grupo 2 (n=15): 10 p L de sobrenadante tumoral.

* Grupo 3 (n=15): 10 p L de sobrenadante tumoral
+ 10 pL de anti-VEGF (20mg/ml).

* Grupo 4 (n=15): 10 p L de sobrenadante tumoral
+ 10 p L de celecoxib 1000 ppm.

A las 48 horas postaplicacién de las soluciones,
se extrajeron los filtros con MAC y se procedié
a la fijacién de las muestras en formalina tampo-
nada al 10% por 48 horas. Las muestras fueron
procesadas histolégicamente para obtener cortes
seriados de 5 p m, los que fueron tefiidos con he-
matoxilina- eosina-azul alcidn, esto Gltimo para
la tincién del filtro.

Para el conteo de vasos sanguineos se utilizé un
microscopio de luz binocular con cuadricula de
0,5 cm? en uno de sus oculares, contdndose un drea
aproximada de 120 campos por grupo en el sector
cercano al filtro de metilcelulosa (9000 pum?), en
modalidad doble ciego; las imdgenes fueron cap-
turadas en un microscopio éptico Olympus CX31
a 400X de aumento con ayuda del software Accu-
Scope Micrometrics”.

Para el estudio estadistico se utilizé ANOVA con
la prueba de Tukey, con un intervalo de confian-
za del 95%, mediante el software estadistico Gra-
phPad Prism 5, compardndose todos los datos de
los grupos entre si.

RESULTADOS

El nimero de vasos sanguineos promedio fue de
12,81 + 0,34 para el grupo control, 24,82 + 0,63
para el grupo expuesto a sobrenadante de tumor
TA3-MTX-R, 7,26 + 0,41 para el grupo expuesto

a sobrenadante tumoral y al anticuerpo anti-VEGF
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Tabla 1: Detalles del conteo ciego de vasos sanguineos realizados en una superficie de 9000 pm?2.

Control TA3-MTX-R ANTI-VEGF Celecoxib

N° de valores 120 90 90 120
Minimo 6 16 0 3
Percentil 25% 10 20 4 10
Mediana 12,5 24 7 12
Percentil 75% 16 28 10 13
Maximo 22 44 18 16
Promedio 12,81 24,82 7,256 11,36
Std. dev. 3,745 6,016 3,853 2,452
Std. error 0,3418 0,6341 0,4061 0,2239

Std. dev: desviacion estandar. Std. error: error estandar.

y 11,36 + 0,22 para el grupo instilado con sobrena-
dante tumoral y celecoxib. El detalle de los resulta-
dos obtenidos se muestra en la Tabla I y se represen-
tan en la Figura 1 y 2. Los resultados estadisticos

obtenidos con ANOVA se detallan en la Tabla 2 y
las comparaciones realizadas fueron las siguientes:

Control vs. TA3-MTX-R. Existe mayor nimero
promedio de vasos sanguineos en las muestras ex-
puestas al sobrenadante de tumor TA3-MTX-R
respecto del grupo control (p < 0,0001).

Control vs. anti-VEGF. El nimero promedio de
vasos sanguineos en el grupo control fue mayor
que en el grupo anti-VEGEF, con una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,0001).

Control vs. celecoxib. Se encontré un mayor nime-
ro promedio de vasos en el grupo control respecto
del grupo expuesto a celecoxib, con un p < 0,05.

TA3-MTX-R vs. anti-VEGF. La considerable

diferencia entre el nimero promedio de vasos

Control

Anti-VEGF

TA3-MTX-R

Celecoxib i
Figura 1. Microfotografia

representativa de las MAC de
cada grupo. Cortes seriados
de 5pm fueron tefidos con
H&E-azul alcian y observadas
en un microscopio a 400x
para contabilizar los vasos
sanguineos presentes (flecha
negra) en el tejido. La barra
inferior derecha representa
100 pm.
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sanguineos del grupo TA3-MTX-R y el grupo
anti-VEGF es estadisticamente significativa (p <
0,0001), observindose mayor cantidad de vasos
promedio en el grupo instilado con el sobrena-
dante tumoral.

TA3-MTX-R vs. celecoxib. La diferencia entre los
grupos TA3-MTX-Ry celecoxib es estadisticamente
significativa (p < 0,0001), con mayor niimero prome-
dio de vasos sanguineos en el grupo TA3-MTX-R.

Anti-VEGF vs. celecoxib. Finalmente, la diferencia
entre los grupos expuestos a anti-VEGF y a celeco-
xib fue estadisticamente significativa (p < 0,0001),
encontrandose menor cantidad promedio de vasos
sanguineos en el grupo instilado con el anticuerpo

anti-VEGF.

DISCUSION

Al comparar el grupo expuesto a anti-VEGF con
los tres grupos restantes, se observé en todos los
casos una mayor disminucién en la densidad mi-
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Figura 2. Grafico que muestra la densidad microvascular en 9000
pm? de MAC de los distintos grupos. Control corresponde al grupo
instilado con agua destilada; TAX3-MTX-R es el grupo instilado con
sobrenadante de tumor TA3 resistente a MTX; anti-VEGF representa
al grupo instilado con sobrenadante tumoral y el anticuerpo anti-
VEGF; y celecoxib corresponde al grupo instilado con el sobrenadante
y con el farmaco celecoxib. (*: p < 0.05, ***: p < 0,0001)
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crovascular por parte de este grupo, demostrando-
se asi que anti-VEGF posee un potente efecto anti-
angiogénico al aplicarlo sobre MAC instilada con
sobrenadante tumoral de Tumor TA3, induciendo
una menor densidad vascular en ella. Esto se debe
al bloqueo de la unién de VEGF a su receptor de
membrana por parte del anticuerpo, evitando asi
la transduccién de sefales que derivardn en la an-
giogénesis tumoral.

Al comparar el grupo con celecoxib y sobrenadan-
te tumoral con los grupos control y TA3-MTX-R,
respectivamente, se observé una disminucion esta-
disticamente significativa de la cantidad de vasos
sanguineos promedio, dada por la inhibicién de la
accién de la enzima COX-2, cuya sobreexpresién
es responsable de diversos mecanismos que facili-
tan la formacién de tumores, entre ellos la angio-
génesis. De esta forma, se corrobora que celecoxib
posee también un alto efecto antiangiogénico.

Dado lo anterior, se realizé otra comparacién entre
el efecto de anti-VEGEF sobre la MAC instilada con
el sobrenadante tumoral y el efecto del firmaco ce-
lecoxib. Se observé menor densidad microvascular
en el grupo expuesto a anti-VEGF, con una dife-
rencia estadisticamente significativa en relacién al
grupo expuesto a celecoxib, quedando demostrada

Tabla 2: Analisis estadistico de densidad vascular

Mean Diff. 95% ClI of diff
Control vs TA3-MTX-R 12,01 -13.49--10.53
Control vs ANTI-VEGF 5,553 4.072-7.033
Control vs Celecoxib 1,45 0.07935-2.821
TA3-MTX-R vs ANTI-VEGF 17,57 15.98 -19.15
TA3-MTX-R vs Celecoxib 13,46 11.98-14.94
ANTI-VEGF vs Celecoxib -4,103 -5.583- -2.622

Muestra la aplicacion del test de comparacion mdltiple

de Tukey (ANOVA) que establece una comparacion entre

los distintos grupos con respecto a la cantidad de vasos
sanguineos promedios en las MAC instiladas con agua destilada,
sobrenadante de tumor TA3-MTX-R, anti-VEGF + sobrenadante, y
celecoxib + sobrenadante tumoral. Mean Diff: diferencia entre los
promedios de los vasos sanguineos de los grupos comparados.
95% Cl of diff: muestra el intervalo de confianza de 95%.

101



una mayor efectividad del anticuerpo anti-VEGF
en el tratamiento contra la angiogénesis tumoral
en MAC. La mayor efectividad anti-angiogénica
de éste radicarfa en su bloqueo directo de VEGF
y anterior en la via de la angiogénesis respecto a
celecoxib, que actda en forma mucho mds indirec-
ta por la via de las prostaglandinas, como se ha

esquematizado en trabajos previos!?.

En vista de que el anticuerpo anti-VEGF posee
un poderoso efecto en la reduccién de la densidad
microvascular en MAC instilada con sobrenadan-
te tumoral, y de que celecoxib también es efecti-
vo bloqueando la angiogénesis, podria probarse
en clinica un tratamiento con ambas sustancias
en pacientes con cdncer. La utilizacién de ambos
productos podria usarse como una via terapéutica
alternativa en pacientes que son resistentes a tera-
pias con MTX, basado en los resultados obtenidos
durante la investigacion.

En vista de que ya se han utilizado tratamientos
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por separado contra el cdncer, usando anti-VEGF
monoclonal y celecoxib, obteniéndose resultados
favorables, el uso de ambos firmacos en forma si-
multdnea podria potenciar el efecto antiangiogéni-
co, al bloquear este mecanismo por dos vias distin-
tas, frenando la expansién tumoral y la progresion
del cdncer.

Serfa recomendable utilizar una terapia metro-
némica, administrando agentes antiangiogénicos
a bajas dosis y a intervalos cortos y regulares sin
interrumpir el tratamiento. Estudios previos de-
muestran que esta terapia ha sido eficaz para dis-
minuir la angiogénesis tumoral"?. O bien, podria
efectuarse una terapia secuencial, donde los fér-
macos se administren en fases consecutivas, em-
pezando con dosis bajas, para luego ir variando las
concentraciones de las sustancias antiangiogénicas
descritas e ir observando la progresién tumoral a
través de biopsias. Esto, con el objetivo de evitar
reacciones adversas al tratamiento, tales como un
posible aumento en la densidad microvascular.
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