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Efecto de la

Quinacrina con agentes

antiinflamatorios sobre el desarrollo del

tumor T'A3 en ratén AJ.
Alfredo Dabancens O.®", Anibal Guerrero C.@, Jaime Zipper A.®

Resumen

Objetivo: Analizar la even-
tual potenciacion mutua del
efecto antineopldsico que
presentan la quinacrina, los
glucocorticoides y los antiin-
flamatorios no esteroidales.
(AINEs)

Material y Método: Se utili-
zaron trasplantes de tumor
IA3 en ratones machos AJ.
Se establecieron 29 grupos
con diferentes combinaciones
terapéuticas, y se hizo un
andlisis estadistico de la so-
brevida y del didmetro tu-
moral promedio en cada gru-
po.

Resultados: La quinacrina
combinada con betametasona
y un agente AINE, permite
obtener una alta tasa de re-
gresidn completa y definitiva
de los tumores TA3
Discusidn: La betametasona
y los AINEs, en forma sepa-
rada no modifican la curva
de crecimiento de los tumores
1A3. La administracidn si-
multinea de quinacrina con
betametasona o con un
AINE, y su administracién
triple demuestra poseer una
potente accidn antitumoral,
con regresiones totales que
llegan a 50 o 70 % de los

tumores, variando en forma

inversamente proporcional al lapso de dias previos al inicio
del tratamiento. El mecanismo de accién puede relacionarse
con la apoptosis de células endoteliales de los capilares
intratumorales que se observa en los animales tratados.
Palabras claves: Tumorigénesis, Quinacrina, Betametasona,
AINEs.

Summary

Objective: To analyze the eventual potentiation between
quinacrine, betametasone and Non Steroidal Anti-inflamma-
tory Drugs (NSAIDs)

Material and Method: Transplantable tumor TA3 were grown
in Al male mice. 29 experimental groups with different
therapeutical combination were assayed. Statistical signifi-
cance of results was determined over survival period and the
average size of the tumors.

Results: Quinacrine in combination with betametasone plus a
NSAIDs, gets high rate of regressions in the model studied,
Discussion: Independently each of these agents doesn’t get
modification in the growth curve of the tumors. Double or
triple combinations succeed in 50 to 70% complete regres-
stons of TA3 tranplantable tumors. Mechanisms of action
could be related to apoptosis of endothelial cells observed in
captllaries on tumors.

Key words: Tumorigenesis, Quinacrine, Betametasone, and
NSAID:s

Introduccién

Guerrero et al", reporté la accién antineopldsica
ejercida por la quinacrina sobre los tumores TA3 y
TA3 MTXR de ratén. Posteriormente Dabancens et
al®, demostré la potenciacién que ejerce el cobre so-
bre la quinacrina sobre los mismos tumores. Por otra
parte Mc Cormick® demostré que la quinacrina im-
pidié el desarrollo de tumores mamarios inducidos

por N-metil-N-N-nitrosourea a dosis bajas en ratén.
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Alade et al.®, reporté que la quinacrina ejerce un pa-
pel inhibitorio sobre la linea leucémica U937.

En 1968 Garcfa et al.® publicé un estudio sobre el
efecto de glucocorticoides en el crecimiento del tu-
mor trasplantable K7 del ratén y por otra parte
Lynch et al.® fue el primero que describié una inhi-
bicién del crecimiento de tumores en ratén por afec-
to de indometacina. Posteriormente varios autores
han reportado el efecto antitumoral de diversos agen-
tes antiinflamatorios”:#%-19,

Basados en estos antecedentes, se realizaron varias se-
ries experimentales para analizar la eventual poten-
ciacién mutua del efecto antineopldsico que presen-
tan la quinacrina, los glucocorticoides y los antiinfla-
matorios no esteroidales.

Material y método

Se utilizaron ratones machos de la cepa AJ criados en
el vivero del ICBM de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. El tumor TA3 corresponde a
un carcinoma mamario espontdneo, que fue converti-
do a un tumor de crecimiento ascitico que se mantie-
ne por traspasos cada siete dias en la cavidad
peritoneal de esta misma cepa. Los traspasos sc reali-
zaron a partir de una suspensién de células del tumor
ascitico en suero fisiolégico adicionado con penicili-
na 100 unidades/ml y estreptomicina 100 mg/ml.
Previo recuento en una cimara hemocitométrrica, las
células tumorales se diluyen para obtener una con-
centracién final de 10.000.000 de células por ml.
Cada animal es inoculado con 0.1 ml por via intra-
muscular.

El grupo control proviene de un consolidado de 72
animales provenientes de 9 sub-grupos en los que se
observé la evolucién espontinea de los tumores TA3
inoculados en diversas fechas.

Se hicieron 29 ensayos terapéuticos administrando la
droga o mezcla de sustancias por via oral dentro del
agua de bebida.

En las tres primeras series el tratamiento se inicid el

mismo dia de la inoculacién del trasplante rumoral
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(tratamiento concomitante). En las series 4, 5 y 06, el
tratamiento se inicié entre 4 a 7 dias después de ino-
culado el trasplante tumoral (tratamiento desfasado)
Los tratamientos se mantuvieron hasta la muerte del
animal o hasta 15 dias después de la regresién tumo-
ral.

Los grupos experimentales de la Serie 1 se detallan
en la Tabla 1.

Los grupos experimentales de la Serie 2 se detallan
en la Tabla 2.

Los grupos experimentales de la Serie 3 se derallan
en la Tabla 3.

Los grupos experimentales de la Serie 4 y el lapso
que el tumor evolucioné espontdneamente, previo al
inicio del tratamiento, se detallan en la Tabla 4.

Los grupos experimentales de la Serie 5 y el lapso
que el tumor evolucioné espontdneamente, previo al
inicio del tratamiento, se detallan en la Tabla 5.
Cada grupo estuvo formado por 5 a 10 ratones AJ
que pesaban entre 20 y 25 g cada uno y fueron ino-
culados con 1.000.000 células tumorales en el muslo
derecho. Se registré la evoluciéon de los nédulos mi-
diendo el didmetro mayor y menor cada 3 a 4 difas.
Aunque se privilegié observar la evolucién espontd-
nea de las series, ocasionalmente se sacrificé un ani-
mal de algunos grupos para realizar estudios histoié-
gicos del tumor y sus modificaciones por el trata-
miento. En estos casos los tumores fucron fijados en
formalina buffer por 24 horas, incluidos en parafina
y se obtuvieron cortes de 5 | tefiidos con hematoxi-
lina eosina.

Los cdlculos estadisticos se realizaron con el progra-
ma InStat utilizando para los resultados paramétri-

(13

cos el test aproximado “t” de Welch, para datos con
diferente desviacién estandar y para los datos no pa-
ramétricos, el test exacto de Fisher. En ambos casos
se comparé cada grupo experimental con los valores
del grupo control. Se incluyen, ademds, comparacio-

nes estadisticas entre las diferentes combinaciones



Tabla 1. Tabla 4

Tratamiento Simple Concomitante Tratamiento Doble Desfasado.

- Tratamiento -
Quinacrina 100 mg/L

1 : _
2 Ac. Acetil Salicilico 100 mg/L uatro dias Quinacrina 100 mg/L +
3 Diclofenaco 10 mg/L Indometacina 10 mg/L
% Indometacina 5 mg/L
5 Indometacina 10 mg/L 19 Siete dias Quinacrina 200 mg/L +
6 Betametasona 3 mg/L Indometacina 10 mg/L
20 Cinco dias Quinacrina 100 mg/L +
Tabla 2 Betametasona 3 mg/L

Tratamiento doble concominante

- Tratamiento . . ; g . . -
i apéuticas, * la hipétesis de potencia-
1 Quinacrina 100 mg/L +Ac.Acetil RN SRR e R S P
Salicilico 100 mg/L cién mutua,
La manipulacién de los animales fue realizada por el
2 Quinacrina 100 mg/L + Diclofenaco i X s :
¥ Dr. Vet. A.G.C. quien posee calificacién profesional
10 mg/L
para manejo de viveros y animales de experimenta-
3 Quinacrina 100 mg/L + Indometacina TErn
10 mg/L
Resultados
4 Quinacrina 50 mg/L + Betametasona los tumores TA3 se desarrollan siempre en todos
3 mg/L animales inoculados. En los animales de los subgru-
5 Quinacrina 100 mg/L + Betametasona P°S d€ control tuvieron un crecimiento de tipo
3 mg/L Gompertziano, muy homogéneo. Todos los animales
fallecieron entre los dias 20 y 42. El didmetro pro-
6 Quinacrina 100 mg/L + Prednisona 15 _ s i
medio mdximo alcanzado al final de la cuarta sema-
mg/L
na de evolucién fue de 30.2 mm. con una desviacién
Tabla 3 estandar de 2.558 mm

Los animales que recibieron quinacrina en dosis de

Tratamiento Iriple Concomitante

100 mg/L en el agua de bebida, presentaron un me-

- Tratamiento

1 Quinacrina 100 mg/L + Betametasona nor crecimiento promedio, alcanzando a 15.4 mm y
3 mg/L + Prednisona 15 mg/L

10% de esos tumores presentaron regresién total.

Los tumores que regresaron, presentaron inicialmen-

2 Quinacrina 100 mg/L + Indometacina
10 mg/L + Diclofenaco 10 mg/L te un crecimiento similar al del resto del grupo du-
rante la primera semana, pero en la 32 0 42 medicién
3 Quinacrina 100 mg/L + Betametasona

3 mg/L + Ac. Acetil Salicilico 100 mg/L se observé primero una detencién del crecimiento y

luego una regresién sostenida hasta que sélo se pue-
4 Quinacrina 100 mg/L + Betametasona

de medir el grosor del muslo (5% 5 mm)
3 mg/L + Indometacina 10 mg/L

Los resultados de la serie 1 se detallan en la Tabla 6.

5 Quinacrina 100 mg/L + Betametasona Los resultados de la serie 2 se detallan en la Tabla 7.

3 mg/L + Ibuprofeno 40 mg/L Los resultados de la serie 3 se derallan en la Tabla 8.
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Tabla 5

Tratamiento Triple Desfasado

21
22
23
24

25

26
27
28
29

Cinco dias

Cuatro dias
Cuatro dias
Cinco dias
Cuatro dias
Cuatro dias
Cuatro dias
Cuatro dias
Siete dias

Quinacrina 100
Quinacrina 100
Quinacrina 100
Quinacrina 100
Quinacrina 100
Quinacrina 100
Quinacrina 100

mg/L + Betametasona 3 mg/L + Ac. Acetil Salicilico 200 mg/L
mg/L + Betametasona 3 mg/L + Diclofenaco 50 mg/L

mg/L + Betametasona 3 mg/L + Indometacina 10 mg/L

mg/l + Betametasona 3 mg/L + lbuprofeno 20 mg/L

mg/L + Betametasona 3 mg/L + Ibuprofeno 60 mg/L

mg/L + Betametasona 3 mg/L + lbuprofeno 100 mg/L

mg/L + Betametasona 6 mg/L + Ibuprofeno 40 mg/L
Quinacrina 200 mg/L + Betametasona 6 mg/L + Ibuprofeno 100 mg/L
Quinacrina 200 mg/L + Betametasona 6 mg/L + lbuprofeno 100 mg/L

Tabla 6

Evolucién de tumores TA3 con tratamiento simple concomitante.

o0 h ON=

Quinacrina 100

A. Acetil Salicilico 100
Diclofenaco 10
Indometacina 5
Indometacina 10
Betametasona 3

10
10
5
5
10
5

10%
10%

© O ©Q

NS 17,4
NS 23
. 22,7
. 20,5
. 23,9
. 23,4
Tabla 7

5,1
8,9
2,3

1,8

<0.0001
<0.05

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

Evolucién de tumores TA3 con tratamiento doble concomitante.

7 Quin 100 + A.A.Sal 100
8 Quin 100 + Diclo 10

9 Quin 100 + Indo 10

10 Quin 50 + Beta 3

11 Quin 100 + Beta 3

12 Quin 100 + Predn 15
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40%
16%
60%
40%
33%

0.0001 12,6
NS 15,8
<0.0001 9,5
0.0034 12,6
0.005 16,3
* 22,8

19

8,9
6,3
6,2
6,9
7,8
3,8

<0.001
<0.005
<0.0001
<0.005
<0.01
<0.01



Tabla 8

Evolucién de tumores TA3 con tratamiento frfpfe concomitante.

13 Quin 100 + Beta 3 + Predn 15 6 16%
14 Quin 100 + Indo 10 + Diclo 10 6 33%
15 Quin 100 + Beta 3 + A.A.Sal 100 10 30%
16 Quin 100 + Beta 3 + Indo 10 10 50%
17 Quin 100 + Beta 3 + Ibuprof 40 10 70%

El estudio histolégico de algunos tumores en regre-
sién de la serie 3, revelé amplias zonas de necrosis de
coagulacién en el centro del tumor, y apoptosis de
las células endoteliales de los capilares que atraviesan
las zonas no necrosadas del tumor.

En los animales que presentaron regresién tumoral,
se suspendid el tratamiento quince dias después, sin
que apareciera ninguna recidiva tumoral, hasta 3 me-
ses de observacidn.

Los resultados de la serie 4 en la cual se permitié que
los tumores TA3 inoculados crecieran espontinea-
mente por algunos dias antes de iniciar el tratamien-
to se detallan en la Tabla 9.

Los resultados de la serie 5 en los cuales se combina-
ron tres fairmacos después que el tumor crecié espon-
tdineamente por algunos dias se detallan en la tabla
10.

Discusion

El tumor TA3 es un carcinoma anapldstico que, de
acuerdo al protocolo de transplante descrito, se desa-
rrolla siempre en todos los animales, crece muy ripi-
damente y mata al animal por caquexia y metdstasis,
entre la cuarta a quinta semana después de trasplan-
tado. La administracién de betametasona por via oral
no disminuye la letalidad de este tumor. Igualmente,
la administracién de indometacina por via oral no

modifica la tasa de mortalidad.

0.0769 20,1 7,14 <0.01

0.005 10,16 5,5 <0.001

0.0014 14,75 8 <0.001
<0.0001 11,15 6,5 <0.0001
<0.0001 9,65 7,5 <0.0001

Las combinaciones dobles de betametasona mds qui-
nacrina produjeron 33 a 40% de regresiones totales y
definitivas. Las combinaciones de indometacina m4s
quinacrina produjeron 60% de regresiones totales.
Dado que la indomeracina es bastante téxica para es-
tos ratones, se hicieron ensayos con otros agentes an-
tiinflamatorios no esteroidales (AINEs), que fueron
mejor tolerados.

Las combinaciones terapéuticas triples, consistentes
en quinacrina 100 mg/L mds betametasona 3 mg/L,
mas un agente AINE, dieron tasas de regresién total
y definitiva de 30%, 50% y 70%, segiin se empleara
dcido acetil salicilico, indometacina o ibuprofeno,
respectivamente. En numerosas series experimentales
no relatadas en la presente publicacién se ensayé
agregar un cuarto componente sin conseguir superar
la cifra de 70% de regresiones alcanzadas.

En una segunda etapa, se modificé el protocolo, in-
troduciendo unos 4 a 7 dfas de intervalo entre la ino-
culacién de las células tumorales y el comienzo del
tratamiento por via oral. En estas circunstancias, la
combinacién triple de quinacrina, betametasona e
ibuprofeno, logré un 30 % de regresiones definitivas.
La curva de desarrollo exponencial de estos tumores
se detiene al iniciar el tratamiento y una semana des-
pués se pueden distinguir por observacién y palpa-
cion, los tumores que empiezan a regresar de los que

prosiguen su curva de crecimiento.
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Tabla 9

Evolucién de tumores TA3 con tratamiento doble desfasado 4 a 7 dias después de la inoculacion

Quin 100 + Indo 10 10 40% 0.0001 12,44 7,1 < 0.01
19 7 Quin 200 + Indo 10 10 10% NS 19,3 8,8 < 0.0001
20 5 Quin 100 + Beta 3 10 20% 0.0136 13,7 4,9 < 0.001

Tabla 10

Evolucién de tumores TA3 con tratamiento triple iniciado 4 a 7 dias después de la inoculacidn.

21 5 Quin 100 + Beta 3 + A.A.Sal 200 10
22 4 Quin 100 + Beta 3 + Diclo 50 10
23 4 Quin 100 + Beta 3 + Indo 10 10
24 5 Quin 100 + Beta 3 + lbuprof 20 10
25 4 Quin 100 + Beta 3 + Ibuprof 60 10
26 4 Quin 100 + Beta 3 + lbuprof 100 10
27 4 Quin 100 + Beta 6 + lbuprof 40 10
28 4 Quin 200 + Beta 6 + lbuprof 100 10
29 7 Quin 200 + Beta 6 + lbuprof 100 10

10% NS 18,5 6,1 < 0.001
0 * (**)

20% 0.0136 14,7 5,4 < 0.0001
0 * 17,41 2,4 < 0.0001
30% 0.0014 14 6,3 < 0.0001
10% NS 18,58 7 < 0.001
30% 0.0014 13,78 8,3 < 0.001
50% < 0.0001 7,7 4,7 < 0.0001
20% 0.0136 14,2 8,4 < 0.001

(**) Los animales murieron en la tercera semana por combinacién téxica.

Tratando de optimizar el efecto terapéutico en este
nuevo protocolo con tratamiento desfasado, se dupli-
c¢6 las dosis de cada uno de los componentes, obre-
niendo 50% de regresiones, en una serie que tuvo 4
dfas de intervalo y 20% en una serie que tuvo 7 difas
de intervalo. Es evidente por lo tanto que la eficacia
de esta combinacién terapéutica es mayor mientras
mds pronto se administre.

Al analizar la histopatologia de los tumores que
muestran regresién, se pudo observar intensa apopto-
sis en las células endoteliales de los capilares que nu-
tren al tumor. Es posible por lo tanto, que esta triple

combinacién terapéutica tenga un efecto angiostiti-
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co, el que serd analizado en futuros protocolos, cuan-
tificando la red vascular. Folkman"' demostré la
propiedad angiostdtica de algunos corticoides, espe-
cialmente cuando se los asocia con heparina, pero no
se conoce el mecanismo de ese efecto angiostdtico.

Recientemente se ha utilizado quinacrina y otros
compuestos acridinicos asociados a quimioterapia,
dada la propiedad que ellos tienen de bloquear la
glicoproteina P que participa en el mecanismo de
mulri-resistencia a drogas!'?. Serfa oportuno analizar
la evenrtual participacién de la glicoproteina P en la
evolucién del tumor TA3 tratado con la iriple com-

binacién de AINEs, glucocorticoides y quinacrina.
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