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La angiogénesis desempeña un papel fundamental en numerosos procesos, tanto

benignos (inflamación, cicatrización y reparación de heridas.....) como malignos  (cre-

cimiento y progreso tumoral) 4,17.

 En el crecimiento tumoral podemos señalar una primera fase “avascular”, en la

que experimenta un crecimiento lento, pudiendo permanecer en dicha situación durante

años, y otra fase “vascular” tras la penetración de la membrana basal que separa el epi-

telio del estroma subyacente.  Esta situación constituye un momento crucial en el proce-

so neoplásico, produciéndose  una aceleración del crecimiento tumoral que conlleva un

aumento de la demanda nutricional, que actúa como potente estímulo angiogénico 4,93.

La estrecha dependencia entre crecimiento tumoral y angiogénesis ha despertado

el interés de numerosos investigadores sobre los distintos factores que pueden influir en

el proceso angiogénico 4,5,8,144 .Así, ha sido  objeto de numerosos estudios el papel fun-

damental que la vascularización y la oxigenación desempeñan en la respuesta a las dis-

tintas terapéuticas oncológicas, con especial referencia al uso de las radiaciones ioni-

zantes 105,111,118-123,182,218,273.

 La extensa bibliografía que sobre angiogénesis neoplásica existe, nos descubre

aspectos no aclarados con relación a su posible modificación por la acción de las radia-

ciones ionizantes, así como la conducta del lecho receptor (con especial referencia a las

modificaciones endoteliales de revestimiento vascular) o del parénquima tumoral ante la

acción de las mismas 28,136,174.
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1.1 ANGIOGÉNESIS

La angiogénesis constituye un proceso complejo que histológicamente es defini-

do como un  mecanismo de neovascularización a través de la progresión desde los ca-

pilares preexistentes. Es indispensable en el desarrollo fetal y embrionario, así como en

un elevado número de procesos durante el periodo post-natal 41,77,162,205,237,267-8 convir-

tiéndose en un componente fundamental de los mismos: procesos de inflamación, rege-

neración y reparación de heridas, organización de trombos, desarrollo de circulación

colateral, neoplasias y en las denominadas “enfermedades angiogénicas” en las  que una

alteración del crecimiento capilar es su principal hecho patológico 79, entre éstas pode-

mos encontrar hemangiomas, psoriasis 167, esclerodermia 141 artritis reumatoide, retino-

patía diabética 45 y glaucoma neovascular.

1.1.1 EL FENOMENO ANGIOGENICO

Las regiones del árbol vascular con capacidad angiogénica así como la secuencia, patrón y

acontecimientos de la formación de nuevos vasos sanguíneos serán analizados en este epígrafe

1.1.1.1 Las regiones del árbol vascular con capacidad angiogénica:

En general se acepta que las yemas vasculares se originan de las paredes de ca-

pilares preexistentes y de pequeñas vénulas postcapilares 9,171,236,240,254.Algunos autores

aceptan solamente un origen de los nuevos vasos del área venosa de la circulación 210,
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específicamente desde pequeñas vénulas con ausencia de células musculares lisas 9. No

disponemos de datos que indiquen  que  puedan  origininarse desde el lado arterial de la

circulación.

1.1.1.2 Secuencia y patrón de la formación capilar. Visión de la angio-

génesis bajo    descripción de microscopía electrónica.

Las yemas vasculares son ya vistas a las 27 horas del estímulo angiogénico 26.

Durante las primeras horas los capilares preformados y las vénulas postcapilares se

vuelven ampliamente distendidas y tortuosas, con  cambios más acusados en estas últi-

mas. En la pared de las vénulas se producen numerosas impresiones, que corresponden

a leucocitos marginales. Entre el tercero y el quinto día el número de yemas se incre-

menta notablemente produciendo un rico plexo anastomótico. En algunas condiciones el

proceso de neovascularización puede ser extremadamente rápido, por ejemplo durante

los días 1 y 2 del ciclo menstrual en el hámster la vascularización del cuerpo lúteo crece

desde los vasos preexistentes de la teca 90.

1.1.1.2.1 Formación de nuevos vasos:

Los acontecimientos esencialmente implicados en el crecimiento capilar in vivo

incluyen:

 Activación de la célula endotelial y pericitos

Los cambios morfológicos más precoces que ocurren en la célula endotelial

quiescente consisten  en hipertrofia con ocupación de la luz vascular, agrandamiento

nuclear, nucleolo prominente, aumento del número de organelas y la formación de pro-
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yecciones desde la superficie 9,41,171,236. Ha sido descrito incremento de la síntesis de

DNA por la célula endotelial una vez iniciado el mecanismo angiogénico 26. Se produce

la liberación de proteasas  y del activador del plasminógeno desde las “yemas” endote-

liales.

Los pericitos  sufren asimismo modificaciones tanto de sus características morfo-

lógicas como de sus relaciones topográficas 51.Los primeros cambios incluyen el acor-

tamiento de sus prolongaciones  y un aumento del número de polirribosomas citoplas-

máticos 171.

           

Degradación de la lámina basal de los vasos preexistentes

Es un paso necesario para la migración de la célula endotelial desde los “vasos

madre” 9,236 La completa disolución se produce en el área cercana al estímulo angiogé-

nico, coincidiendo con el lugar donde la célula endotelial comienza a crecer hacia fuera,

mientras similares cambios comienzan en el resto de la pared vascular. Por lo tanto las

prolongaciones de la célula endotelial no tienen lámina basal, sino un substrato provi-

sional con proteoglicanos alterados. Los cambios en la lámina basal son debidos a en-

zimas proteolíticas sintetizadas y secretadas por las células endoteliales activadas 180

 Migración de la célula endotelial desde los vasos preexistentes

hacia el estímulo angiogénico.

En la fase inicial de neovascularización la célula endotelial degrada la membrana

basal de la pared vascular, protruye a través de la pared y empieza a migrar dentro del

intersticio hacia el estímulo angiogénico, toda vez que la célula endotelial migra com-
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pletamente otra le sigue y se forman cordones de células endoteliales en el estroma pe-

rivascular; la liberación de colagenasas  y del activador del plasminógeno por las células

endoteliales que sirven de “avanzadilla” actúan como potente agente quimiotáctico.

La migración de la célula endotelial, en respuesta a la matriz extracelular, de-

pende de la familia de las integrinas y de los receptores de adhesión celular 154. La

unión, proliferación y migración de la célula endotelial son mediadas por las integrinas

α2β1 y α4β3 154

Proliferación de células endoteliales

Durante la angiogénesis, la síntesis de DNA endotelial ocurre en los vasos pre-

existentes antes de que se formen las yemas vasculares, según algunos autores en un

intervalo tan escaso como de seis a ocho horas después de que el estímulo angiogénico

fuese aplicado 30. La secuencia temporo-espacial de la división endotelial permanece sin

aclarar, así para algunos autores la mitosis de la célula endotelial se produce concomi-

tante a la formación de nuevas yemas 246, mientras que la mayoría son de la opinión de

que la mitosis en la célula endotelial se produce después de que inicie la migración. Las

mitosis se producen tanto en los vasos “padres” como en los neoformados 16,42.

Migración y proliferación de pericitos desde los vasos preexistentes

Los pericitos ,cuya procedencia parece ser de los fibroblastos perivasculares 253,

son activados durante el proceso de angiogénesis post-natal, interviniendo en las distin-

tas etapas e incorporándose a los neovasos 49,51-53.
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Formación de una nueva luz vascular

Durante la angiogénesis, las células endoteliales forman canales tubulares capaces

de transportar sangre. Dos modelos son considerados en la formación de la nueva luz

vascular: en el primero se produciría una vacuolización intracelular en el citoplasma

endotelial de células contiguas, que conduciría a una canalización intercelular por cone-

xión de las vacuolas 84, en el segundo modelo se produciría una canalización intercelular

de los distintos procesos endoteliales adyacentes; otro aspecto sujeto a controversia es el

momento en el que se produciría la conexión de la nueva luz vascular con la vasculari-

zación inicial 9,58.

 Aparición de pericitos alrededor de los nuevos capilares

En los estadios iniciales del proceso angiogénico post-natal la relación entre en-

dotelio y pericitos permanece sin aclarar. La mayoría de los autores  opinan  que dicha

relación ocurre principalmente al final del estadio proliferativo, tras la formación de la

luz capilar, atribuyendo  a los pericitos diversas funciones como la de servir de soporte a

las células endoteliales en crecimiento 187 o influir en la regulación angiogénica 198; así

la ausencia de pericitos en los extremos de las yemas vasculares se piensa que estimula

las mitosis de la célula endotelial, mientras que su presencia en regiones más antiguas

de los capilares puede inhibir la proliferación y migración de la célula endotelial 198,235 .

Cambios en la matriz celular con desarrollo de una nueva lámina basal.

En los vasos quiescentes están presentes en la membrana basal: laminina, fibro-

nectina, sulfato heparan, proteoglicanos y colágenos tipo IV y V.
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En los estadios iniciales del desarrollo de microvasos  la fibronectina es el com-

ponente predominante de la matriz provisional, configurando una delicada red fibrilar;

progresivamente los depósitos de fibronectina disminuyen, volviéndose discontinuos,

mientras la laminina y colágeno tipo IV aumentan, acumulándose y formando un conti-

nuo lecho en el espacio subendotelial. En los últimos estadios de angiogénesis, se in-

crementan las cantidades de colágeno tipo I y tipo III en el espacio perivascular.

 Formación de asa capilar

Las nuevas yemas capilares, que contienen células endoteliales emigradas, empie-

zan a enlazarse y unirse formando asas capilares. Otras yemas capilares surgen desde

estas asas originando plexos.

La formación de asas capilares ha sido bien demostrada durante la reacción an-

giogénica en la cornea, dónde las yemas secundarias desarrolladas desde los lugares de

crecimiento de las yemas iniciales, conducen a una morfología en cepillo 186 .

Cambios precoces en los nuevos vasos formados

Durante  el proceso angiogénico, un sustancial número de neovasos regresa, algu-

nos requieren el estímulo angiogénico para persistir. Toda vez que algunos de los neo-

vasos alcanzan la fuente de estímulo angiogénico, se produce una disminución del flujo

en los vasos menos formados que involucionan 8.

La nueva microcirculación formada puede ser influenciada por los tejidos en los

que se desarrolla. Así, aunque la neovascularización en las metástasis tumorales se ini-
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cia desde el lecho receptor, pueden adquirir las características morfológicas de los vasos

del órgano primario en el que se origina la neoplasia.

 Formación de red capilar y eventual organización  de mayores microvasos.

Los mecanismos que llevan al establecimiento de una circulación funcional du-

rante el proceso angiogénico post-natal son difíciles de explicar, aceptándose dos hipó-

tesis, que probablemente se complementen: una sería la remodelación de los nuevos

capilares formados y sus vasos parentales y otra alternativa sería la anastomosis de los

nuevos  capilares con los vasos preexistentes de mayor calibre  venosos de la circula-

ción 50.

1.1.2 CONTROL DE LA ANGIOGÉNESIS

La formación de neovasos depende de estímulos angiogénicos para iniciar y diri-

gir la proliferación y migración de células endoteliales en el tejido conectivo

74,77,78,94.Vamos por lo tanto a referirnos a los principales factores en el control angiogé-

nico:

1.1.2.1  Factores angiogénicos estimuladores

Se ha demostrado que dichos factores angiogénicos son capaces de iniciar el

proceso angiogénico, tanto después de su liberación local tras la activación por los ge-

nes que los codifican, como por su liberación desde los lugares de almacenamiento.
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Un factor angiogénico es llamado directo cuando es capaz de inducir prolifera-

ción y/o migración “in vivo” y de estimular células endoteliales “in vitro”. Cuando esta

última falla o es inhibida, el factor angiogénico es llamado “indirecto ” asumiendo que

su acción es la de movilizar otros factores o células “in vivo”. Según la acción que pro-

ducen podemos clasificarlos en quimiotácticos, mitogénicos o angiogénicos. De otra

parte señalar que  pueden actuar principalmente o específicamente sobre la célula en-

dotelial, o por el contrario, puede ser pleiotrópico e intervenir sobre otras células tales

como fibroblastos, células musculares lisas, etc.

Entre los factores angiogénicos directos podemos señalar el factor de creci-

miento fibroblástico básico bFGF, el factor de crecimiento fibroblástico ácido aFGF , el

factor de crecimiento vascular endotelial VEFG, el factor de crecimiento endotelial de-

rivado de plaquetas (PD FGF) y el factor de permeabilidad vascular. Los factores de

crecimiento indirecto cubren un elevado número de sustancias tales como TGF-α,

VEFG, TGF-β, TNF, PDGF, PGS-E...

Algunas moléculas angiogénicas están presentes en los tejidos adultos incluso en

ausencia de estímulo angiogénico, por lo que se ha postulado que la posibilidad de res-

puesta angiogénica dependa de la activación o inactivación de estas moléculas 276. Así,

el tejido corneal bajo estimulación angiogénica se vuelve más rico en ácido siálico 215;

por otro lado los cambios en la relación de las distintas sustancias en la composición

tisular local pueden modificar la respuesta angiogénica 277.

1.1.2.2  Factores angiogénicos inhibidores.
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Aunque el  término “inhibidor angiogénico” no fue introducido hasta 1975 20,

numerosos factores habían sido identificados como inhibidores de la formación de va-

sos. El estudio de tales factores es de gran interés ya que nos permitiría disponer de un

poderoso agente  en el tratamiento de las enfermedades angiogénicas, e incluso inhibir

el proceso de angiogénesis durante el crecimiento tumoral. 47,82,237

Podemos señalar como tales  al inhibidor tisular de las metaloproteasas,  la

trombospodina, la protamina , el factor plaquetario-4 , el interferon,  esteroides  pépti-

dos sintéticos con la secuencia de aminoácido Arg-Gly-Asp-Minocicline , difluorometil-

Ornitina, extractos de cartílago, la endostatina 201 la angiostatina 12,32,97,98,156,159,199.

1.1.2.3 Influencia de la matriz extracelular.

  La diferente organización estructural y composición de la matriz extracelular du-

rante el crecimiento vascular es principalmente debida al hecho de que las células en-

doteliales secretan enzimas, que digieren la  membrana basal preexistente 180 y sinteti-

zan glicoproteinas, proteoglicanos y colágeno 10 que  configuran la matriz extracelular

de los nuevos vasos, así la célula endotelial juega un importante papel en la remodela-

ción de la matriz extracelular que la rodea durante el desarrollo capilar.

Al mismo tiempo, los cambios en la composición de la matriz extracelular puede

tener importantes efectos reguladores sobre los diversos estadios del proceso de morfo-

génesis vascular, modificando la organización, función y comportamiento de las células

endoteliales, así como el fenotipo celular, las propiedades mitogenéticas y quimiotácti-

cas. Por lo tanto, la matriz extracelular influye sobre la proliferación y migración de la

célula endotelial, y además su capacidad para diferenciarse en estructuras capilar-like y
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determinar la correcta polarización celular . Por último, señalar que  los componentes de

la matriz extracelular influyen notablemente sobre el grado de recuperación de la célula

endotelial lesionada.

Durante el proceso angiogénico, los diferentes componentes de lámina basal se

distribuyen alrededor de los nuevos vasos formados  y estos componentes pueden  indu-

cir la formación de la luz vascular como estructuras tubulares.

Cuando la síntesis y la degradación de los componentes de la lámina basal son

alteradas, el proceso de neovascularización es inhibido; esto apoya la hipótesis de que la

formación de una nueva lámina basal juega un papel primordial en el desarrollo de nue-

vos vasos.

Las integrinas, moléculas de la superficie celular que median en la adhesión a

otras células vecinas o a la matriz extracelular, probablemente desempeñen un papel

clave en la angiogénesis. Así, anticuerpos anti-integrinas, directamente dirigidos a los

receptores de integrinas aumentan la formación capilar “in vitro”; este hecho sugiere

que la restricción  de específicas interacciones célula-matriz, puede aumentar la forma-

ción capilar, convirtiendo células endoteliales de un fenotipo proliferativo a otro dife-

renciado.

 

1.1.2.4  Interacciones  intercelulares.

Podemos señalar distintas proteínas de adhesión de la célula endotelial como inte-

grinas, selectinas, cadherinas, y miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas

llamada CAMs    (moléculas de adhesión celular). El componente VE-cadherina, cono-

cida como cadherina 5 parece estar localizado tanto en las uniones intercelulares tipo
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adherente como sindesmosomas y la molécula de adhesión endotelio-plaquetar “PE-

CAM-1 ” ( conocida como CD-31),  es expresada por plaquetas y células derivadas de

la línea mieloide, y es por otro lado específica para las uniones interendoteliales.

Podemos señalar que el resultado de la inhibición angiogénica es fruto de com-

plejas  propiedades de las células endoteliales, incluyendo la adhesión intercelular, las

interacciones de la matriz extracelular y regulación del ciclo celular.

1.1.3 ANGIOGENESIS TUMORAL

1.1.3.1 Angiogénesis en las lesiones preneoplásicas

La neovascularización desempeña un papel clave en la carcinogénesis, la progre-

sión tumoral y el proceso metastásico. El paso desde la fase avascular a la vascular se

incluye dentro del proceso evolutivo del proceso neoplásico y  generalmente es acom-

pañado de rápido crecimiento e invasión del tumor primario.

En 1977  Brem y Gullino 21 encontraron que en una hiperplasia mamaria induci-

da químicamente en el ratón, la formación de nuevos vasos (visualizados por el trans-

plante del tejido al iris del conejo) fue iniciada mucho antes que cualquier formación

tumoral. Ellos sugirieron la hipótesis de que la angiogénesis puede ser una señal del

proceso de transformación de papilomas hacia carcinoma, que aparecía meses después.

Esta observación experimental fue posteriormente observada con patología humana 22

En 1989 Folkman y col 87 demostraron en un brillante modelo experimental que

la actividad angiogénica, en una línea de ratón transgénico que expresaba un oncogen
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híbrido (RIP1-Tag2), primero aparecía en algunos clones de células pancreáticas hiper-

plásicas antes que la formación tumoral.

Más recientemente Guinebretiere y col 109 observaron que entre los pacientes

con enfermedad fibroquística mamaria el riesgo de desarrollar cáncer de mama está re-

lacionada con la densidad vascular intralesional; similar observación fue reportada por

Fregene y col. 92 que estudiaron el patrón de vascularización  en una serie de 58 casos

con lesiones proliferativas y no proliferativas de la glándula mamaria, encontrando que

las mujeres postmenopaúsicas con enfermedades proliferativas de la mama tenían la

densidad de microvasos más alta; ya que dichas lesiones proliferativas son a menudo

pre-cancerosas, la cuantificación de la actividad angiogénica puede ser útil en la identi-

ficación de mujeres con mayor riesgo de padecer cáncer de mama.

Weidner y col. 246 definieron las propiedades angiogénicas de la displasia cervi-

cal y de la neoplasia intraepitelial (CIN), precursores del cáncer de cuello uterino. Las

lesiones más avanzadas (CIN III) presentaban una densidad de  microvasos significati-

vamente más alta que las de bajo grado (condiloma y CIN-I).

Estos estudios sugieren que en situaciones específicas la angiogénesis puede

preceder al desarrollo de tumores invasivos y que la determinación de actividad angio-

génica  puede ser útil para identificar lesiones benignas o pre-neoplásicas en alto riesgo

de transformación  a neoplasias invasivas.

1.1.3.2  La angiogénesis durante la transición de hiperplasia a

neoplasia
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La adquisición de un ”fenotipo angiogénico” es un importante hecho en la tran-

sición desde hiperplasia a neoplasia 87,88. Así, en estudios experimentales con ratones

transgénicos que expresan un oncogén en las células Beta de los islotes pancreáticos y

desarrollan una progresión desde estado normal hacia hiperplasia y posterior neoplasia,

se ha visto que la actividad angiogénica y consiguiente neovascularización preceden a la

formación neoplásica 102,103 demostrándose que los vasos sanguíneos originados a raíz

del estímulo angiogénico contribuyen al crecimiento del tumor sólido al mantener la

perfusión y por lo tanto la viabilidad el parénquima tumoral 74,76.

 Durante el crecimiento tumoral el cambio al “fenotipo angiogénico” se muestra

estrictamente correlacionado con la adquisición de propiedades de crecimiento progre-

sivo por la  neoplasia 76,142,184,269.

1.1.3.3  Angiogénesis en los procesos neoplásicos

 Los tumores sólidos “in vivo” cuando alcanzan 1-2 milímetros de diámetro ne-

cesitan de nuevos vasos sanguíneos 74,81,184  para seguir creciendo, dicha neovasculariza-

ción tiene su estímulo inicial fruto de la liberación de factores angiogénicos por las cé-

lulas tumorales o por las células inflamatorias 54,213.

 El resultado es un complejo proceso con múltiples pasos que finalmente condu-

ce a la formación de yemas vasculares y formación de redes capilares originadas proba-

blemente de las vénulas postcapilares. El estímulo angiogénico se cree que ocasiona

diversos cambios en las células endoteliales, incluyendo disolución de la membrana

basal, migración, proliferación y morfogénesis de la célula endotelial. Dicho proceso

parece estar regulada por un número de citokinas 85, fibrina 57, moléculas de la matriz
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extracelular, integrinas y otras moléculas de adhesión 24,129, enzimas proteolíticas, car-

bohidratos 228, carbohidratos unidos a proteínas 11,188 hormonas esteroides 91,274  lípidos,

iones metálicos y una gran variedad de sustancias de bajo peso molecular 40.

La entrada de los vasos sanguíneos y otros componentes del estroma dentro del

volumen tumoral recuerda al tejido de granulación reparativo 55,59,74,77,78 diferenciándose

en que el proceso reparativo se produce de forma limitada y en el proceso neoplásico la

expansión es continua acompañado de un proceso vascular “crónico” según demanda

tumoral.

La estructura organizativa de la microcirculación en el estroma tumoral no es tan

jerárquica como en los tejidos normales; los tumores muestran cambios fenotípicos co-

mo vasos dilatados e irregulares 108,227,267 así como una elevada proliferación de células

endoteliales 30,48,255 y una elevada permeabilidad 116,132. En definitiva, los vasos sanguí-

neos asociados al tumor  desarrollan una membrana basal más debilitada, y tienen me-

nos pericitos e inervación; aspectos todos ellos que pueden contribuir a una mayor per-

meabilidad de los vasos sanguíneos;  que puede asimismo verse favorecida por diversas

citokinas como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEFG) que es secretado

por diversos tipos de células tumorales.

Estas múltiples alteraciones en la función de los vasos sanguíneos y su arqui-

tectura pueden ocasionar cambios en el aporte de flujo y originar trastornos en el inter-

cambio de metabolitos  que pueden originar una alta presión intersticial en el interior de

los tumores sólidos que  comprometería la penetración  de nutrientes a las capas más

profundas y conducir a necrosis local debido a que la perfusión tumoral parece ser insu-

ficiente, a pesar del continuo proceso de neovascularización 133,134.
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1.1.4 MODELOS EXPERIMENTALES PARA ANALIZAR LA RESPUESTA

ANGIOGÉNICA

Desde los estudios clásicos sobre morfogénesis y permeabilidad de los nuevos

vasos sanguíneos 33,236,269 se han realizado un elevado número de estudios “in vivo” e

“in vitro” encaminados a comprender el “fenómeno  angiogénico” 8,206. Señalar que la

utilización de polímeros inertes, con capacidad de liberación sostenida de factores an-

giogénicos o antiangiogénicos 151,184,223 ha sido de gran interés para algunas de las técni-

cas experimentales.

1.1.4.1 Modelos “in vivo “

Incluyen modelos donde la respuesta angiogénica puede ser analizada en áreas es-

pecíficas y en condiciones controladas. Así  podemos señalar el uso de córneas de co-

nejo 74,101 rata 89,ratón 8 o del cerdo de Guinea que constituyen un lugar apropiado para

demostrar el proceso de neovascularización , ya que normalmente son completamente

avasculares y los neovasos pueden ser distinguidos de los vasos del limbo, permitiéndo-

nos un substrato transparente en el que podemos monitorizar la respuesta angiogénica

39,106,110,213,214. El estímulo inductor de la neovascularización es producido por lesiones,

tumores o polímeros una vez implantados en la zona central corneal. Otro modelo utili-

zado ha sido la membrana corioalantoidea  2,7,75,196,247 o el saco vitelino del embrión de
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pollo 253 que poseen un sistema inmune inmaduro permitiendo el crecimiento de injer-

tos. Otros sitios inmunológicamente privilegiados utilizados han sido: la "bolsa" en la

mejilla, la cámara anterior del ojo del hamster  45, el saco dorsal aéreo, el método "blis-

ter" 242, el mesenterio 192-194,271.

Se han utilizado también implantes subcutáneos de cilindros de poliuretano 17,18

y las esponjas de alcohol polivinilo, conteniendo polímeros que son liberados lenta-

mente a través de los microporos 67; Así como el implante subcutáneo de matrices que

actúan como iniciadores de la angiogénesis y permiten la introducción de sustancias test

56 y la introducción de células o fármacos en alginato 212,224.

1.1.4.2 Modelos “in vitro”

El fenómeno angiogénico ha sido estudiado morfológicamente por diferentes

sistemas in vitro 58,86,113,163. Después de la introducción de métodos para cultivo de cé-

lulas endoteliales 100,131  se comprobó que éstas, aisladas tanto de pequeños como gran-

des vasos  han sido capaces de formar “in vitro” “redes capilares-like” cuando se man-

tienen bajo condiciones de cultivo apropiadas 83,149,160,178,208.

Los “sistemas in vitro” con formación de estructuras “capilares like” han sido

realizados en cultivos de células endoteliales de varios tipos de vasos sanguíneos, tales

como vena humana umbilical 160, aorta bovina 68 capilares bovinos 84,179 y capilares de

ratas 164,234.

Los resultados de los estudios han permitido establecer diferentes parámetros

entre los que podemos señalar el grado de recubrimiento de una superficie denudada en

una capa confluente de células endoteliales; en estas condiciones, la migración de célu-
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las endoteliales da un valor cuantificable de la respuesta angiogénica 208. Un segundo

aspecto estudiado ha sido la quimiotaxis y quimiocinesia de las células endoteliales

usando diferentes procedimientos 195,256. tales como el ensayo fagocinético en el que las

células se mueven sobre  una monocapa de oro y fagocitan las partículas coloidales,

dejando “ huellas migratorias” 264. También se ha comprobado el grado de  proliferación

endotelial en cultivos con factores test, que es determinada  por la síntesis o él contenido

de DNA 244.

Los estudios “in vitro” nos han permitido analizar los cambios en la función de

las células endoteliales durante la angiogénesis, así como las modulaciones en la pro-

ducción de citokinas 243  actividad fibrinolítica , síntesis de la lámina basal ,la formación

de vasos con relación al estroma 160,191 o el papel de los pericitos en la angiogénesis

usando co-cultivos tanto de pericitos como de células endoteliales 41.

Estas posibilidades para el estudio "in vitro " de la angiogénesis se han visto re-

forzadas por la posibilidad de ensayos tridimensionales 103,162,272.

1.1.5  NUEVOS ENSAYOS SOBRE ANGIOGENESIS

En la última década la investigación básica sobre angiogénesis se ha de-

sarrollado de manera importante y varios estudios experimentales independientes de-

mostraron que el crecimiento tumoral y la progresión neoplásica son angiogénico-

dependiente 80 así como su relación con la posibilidad de metástasis a distancia 95-

6,125,197.
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El conocimiento de esta relación ha originado que numerosas investigaciones se

hayan encaminado  a la identificación de reguladores inhibidores de la angiogénesis y la

caracterización de su mecanismo de acción.  En la actualidad se encuentran bajo inves-

tigación en ensayos clínicos  diferentes inhibidores de la angiogénesis por la FDA:

TNP-470 (Derivado de la fumagilina). Ensayos en fase II

SQUALAMINE. Ensayos en fase I

VITAXIN. Ensayos en fase I

MARIMASTAT (Innhibidor de las metaloproteasas). Ensayos en fase III en

cáncer de páncreas, pulmón, gástrico, mama y glioma.

RhuMab VEFG. Ensayos en fase II

TALIDOMIDA. Ensayos en fase II en sarcoma de Kaposi, cáncer de mama y

próstata.

INTERFERON ALFA-2ª

LINOMIDA

DS-4152 (TECOGALAN SULFATO POLISACARIDO)

SU5416. Ensayos en fase I

Bay 12-9566. Ensayos en fase II en cáncer de páncreas y pulmón.

AG3340. Ensayos en fase III en cáncer de pulmón.

Col-3. Ensayos en fase I

CM101. Ensayos en fase I.

Junto  a estos hay que señalar  nuevos productos; el primero descubierto por Da-

vid A. Cheresh y colaboradores en el Instituto Scripps, que consiste en una proteína que
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al bloquear al receptor  alphaVBeta 3, perteneciente a la familia de las integrinas y que

se encuentra en la superficie endotelial, provoca la muerte de las células proliferantes

endoteliales.  El segundo de los prometedores componentes es la proteína angiostatina,

que puede ser liberada por el propio tumor y originada a partir del plasminógeno

12,97,98,156 que  fue descubierta en la orina del ratón por Michael S. O´Reilly 199. Se ha

comprobado que en estudios experimentales con ratones puede detener el crecimiento

de los vasos sanguíneos 32,159 tanto en el primario tumoral  como en sus metástasis 275;

así, en tumores implantados en los ratones a los que se les permitió crecer hasta un de-

terminado tamaño, tras la administración de la angiostatina se comprobó que regresaba

el tamaño hasta hacerse microscópico y permanecían en dicha situación tanto tiempo

como tiempo fuese administrado el producto 152,200,241,29

Un tercer factor, la endostatina, ha sido recientemente aislado. Puede ser libera-

da por el tumor, es el fragmento de 20 Kda C-terminal del colágeno XVIII. Se ha com-

probado en estudios experimentales que puede parar el crecimiento tumoral y causar su

regresión 201.

Tras los prometedores resultados obtenidos con los animales de experimentación, se

está planeando la realización de ensayos clínicos con estos nuevos elementos.

1.2.  ACCION DE LAS RADIACIONES SOBRE LA MICROCIRCULACIÓN

Los estudios realizados establecen  que una de las dianas más importantes sobre

la que actúan las radiaciones ionizantes en los tejidos de mamíferos (en las dosis tera-

péuticas utilizadas) es la  microcirculación y más concretamente la célula endotelial.
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La sensibilidad de la célula endotelial a las radiaciones tanto in vivo

66,99,123,219,260 como in vitro 46,137,150,169,207,220,222 ha sido analizada por numerosos autores,

demostrándose una dosis dependencia de la lesión celular.

Dada la estrecha relación entre angiogénesis y crecimiento neoplásico, es proba-

ble que la radiolesión de la microcirculación condicione modificaciones en ambos ca-

sos.

1.2.1  ALTERACIONES MORFOLÓGICAS

Las alteraciones morfológicas de la célula endotelial fruto tanto de dosis letales

como de subletales han sido descritas en detalle tanto en cultivos 137 como en muestras

de tejidos mamíferos irradiados.

El capilar es la estructura que manifiesta morfológicamente de forma más precoz

el daño radioinducido. Los primeros días o semanas tras la radiación el endotelio mues-

tra cambios evidentes tales como retracción 1,66,211 pleomorfismo o vacuolización. Las

células vacuoladas tienden a desprenderse, produciendo áreas de denudación de la basal

y oclusión de la luz capilar por detritus y microtrombos. Ocurre entonces agregación

plaquetaria y se producen trombos fibrino-plaquetarios que además obstruyen el capilar.

Algunos capilares se pierden permanentemente y son sustituidos por cordones fibrosos,

otros se obliteran temporalmente y eventualmente se recanalizan 211. La intensidad de

estos fenómenos se ha visto que es dosis dependiente.

Asociado a la pérdida celular endotelial pueden encontrarse cambios reactivos y

regenerativos, como el engrosamiento y elongación de núcleos celulares, figuras de

mitosis y presencia de pares o grupos de núcleos en puntos determinados de un vaso,
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desprovisto por lo demás de elementos endoteliales. En ocasiones estos grupos parecen

ocluir totalmente la luz del vaso 66,211. Además, puede existir cierta neovascularización

aún en ausencia de proliferación endotelial efectiva 211

1.2.2  ALTERACIONES FUNCIONALES

Es bien conocido el incremento en la permeabilidad vascular tras la irradiación,

tanto en estudios con radiotrazadores como en tinciones vitales u observaciones ultraes-

tructurales 61,63,107,153,165,181,258 .

 Sólo algunas de las funciones de las células endoteliales han sido estudiadas con

relación a la interacción con las radiaciones ionizantes  3,64,72,114,245,258,265-6  señalar asi-

mismo que es escaso nuestro conocimiento sobre el efecto de las dosis subletales sobre

la integridad funcional del endotelio.

1.2.3 PARAMETROS RADIOBIOLOGICOS

Algunos de los estudios iniciales, usando células endoteliales de la vena umbili-

cal, mostraron una inhibición del crecimiento en torno al 37% con dosis de 1.6 Gy y

completa inhibición con dosis de 7.5 Gy. La  inhibición del crecimiento fue dosis-

dependiente y la disminución en la eficacia de unión fue descrita con células endotelia-

les de aortas bovinas cuando fueron expuestas a dosis simples entre 2.5 y 20 Gy 137.

Estos efectos fueron mayores que los observados en  miocitos  bajo las mismas condi-

ciones. Explantes de células de las íntimas de aortas de conejos o monos mostraron una

reducción del 50% en el crecimiento tras dosis de 2 Gy  y  del  99% tras dosis de 7.5
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Gy 71. Estas células fueron además más sensibles que las células de la capa medial (pro-

bablemente miocitos) y que células de la adventicia (presumiblemente fibroblastos) de

los mismos vasos. 71

Existen numerosos ensayos clonogénicos dirigidos a cuantificar la radiosensibili-

dad de las células endoteliales procedentes de diversos órganos de mamíferos 169,207. De

éstos se obtienen globalmente las siguientes cifras:

Do = 1,01 (Célula endotelial aorta bovina) - 1,57 Gy (Célula endotelial porcina)

n = 1,21 (célula endotelial aorta porcina) –7 (célula endotelial aorta conejo)

Dq = 3Gy.

En todos los casos la radiosensibilidad medida por Do fue mayor para las células

endoteliales que para los miocitos y células de la adventicia de los mismos vasos, culti-

vadas en condiciones semejantes 65.

El efecto en las distintas células fue no sólo dosis dependiente sino también dosis-

grado-dependiente 222

1.2.4  CRONOLOGIA

La pérdida del árbol vascular en conjunto se inicia, para los pequeños y medianos

vasos, unos días después de la irradiación, de manera lenta y progresiva, con variación

de un órgano a otro: En el pulmón aparece tan rápido como un día después  de una dosis
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simple de 20Gys en el hemitorax de la rata y puede detectarse en ratones a las pocas

horas.

A los tres meses ha desaparecido el 50% de los microvasos y no se alcanza el

100%  hasta el séptimo mes. Para los vasos de mayor calibre (más de 16 um) la latencia

es bastante mayor; Al tercer mes apenas han disminuido, lo hacen a partir de entonces y

hasta los nueve meses 124.

En sistemas vasculares simples la pérdida de células endoteliales tras la irradia-

ción es bastante precoz. El marco radiobiológico vendría dado por la destrucción tem-

prana de una pequeña fracción de células endoteliales de ciclo celular corto y con Al-

fa/Beta alto, a diferencia del resto de componente endotelial 124. La pérdida de células

musculares y otros elementos del vaso presenta una latencia mayor.

1.3. EL EFECTO DE LECHO TUMORAL ( TUMOR BED EFFECT O ”T.B.E”)

El concepto TBE se ha utilizado  para describir bien el retraso en el crecimiento

que experimenta un tumor implantado en un lecho irradiado 14,25,172 o desde un punto de

vista más amplio   el conjunto de cambios observables en estas circunstancias 176,262

Aunque se han intentado reproducir con otros agentes lesivos como hipertermia o qui-

mioterapia, los resultados han sido negativos y por consiguiente este efecto lecho puede

considerarse sinónimo de efecto lecho irradiado 25,140.

La experimentación sobre TBE se ha realizado  a través de inoculaciones direc-

tas de tumor en territorios irradiados 147,183,232,248-251 o, en estudios clínicos, por observa-

ción de la evolución de recidivas en lecho irradiado.
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 Fue descrito por primera vez por Stenstron y col en 1955 aunque se señalan co-

mo pioneros los trabajos realizados por  Frank y Kinball en 1914 y podemos considerar

también los  de Merwing y col.  Ha sido objeto de posteriores investigaciones para des-

cribir el fenómeno: Summer 251 Clifton 34 Hewitt and Blake 117  Urano y Suit  259, y otros

orientados a considerar los posibles mecanismos implicados 15,117,135,175,251,257,259.

Se considera como el mecanismo principal de TBE la reducida capacidad del

estroma para vascularizar al tumor 135, 251; así, Van der Brenk y col 261 encontraron que la

formación de yemas capilares en el lecho tumoral en respuesta al implante de células

tumorales fue inhibida considerablemente por la irradiación previa del lecho, pudiendo

reducir hasta en un 50% el flujo al tumor que crece en lecho irradiado.

Es generalmente aceptado que el fenómeno TBE es por expresión de tejidos de

respuesta tardía, básicamente de proliferación lenta (p.e. el endotelio vascular); sin em-

bargo una análisis  usando el modelo lineal cuadrático muestra que el cociente Al-

fa/Beta es igual a 6.2, valor que está en el límite para valores alfa/beta de tejido de res-

puesta aguda.

1.3.1. COMPORTAMIENTO DE UN TUMOR EN LECHO IRRADIADO

Un tumor creciendo sobre lecho irradiado lo hace más lentamente que sobre le-

cho normal, este retraso en el crecimiento va acompañado de una disminución en el

aporte vascular del lecho irradiado a las exigencias de la neoplasia en crecimiento 135,155

Asimismo utilizando como parámetro cuantificable la TD50 (número de células

tumorales necesarias para conseguir transplante tumoral viable en el 50% de los anima-

les inoculados), las observaciones muestran que, aunque retrasada en el tiempo la apari-
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ción del tumor, los valores finales de TD50 son siempre menores en lecho irradiado.

6,176,262

Otro aspecto descrito es que un tumor creciendo sobre lecho irradiado da más

metástasis 173,176,262, dato más discutible ya que los trabajos al respecto señalan que a

igualdad de tamaño del tumor, el que ha crecido sobre lecho irradiado ha dado mayor

número de metástasis que el que lo ha hecho sobre lecho control, sin embargo hay que

señalar que el intervalo temporal en el primer caso es mayor (dado que sufre retraso en

el crecimiento necesita más tiempo para alcanzar el mismo tamaño que el control) con

lo que existe una nueva variable no bien cuantificada, que puede tener influencia en la

aparición de metástasis; asimismo señalar que las condiciones de crecimiento en lecho

irradiado pueden seleccionar un determinado fenotipo celular con capacidad de creci-

miento en condiciones de hipoxia y quizás de dar mayor número de metástasis.

Un cuarto hallazgo es que responden  peor al tratamiento radiológico o citostáti-

co. Como se ha comentado, el crecimiento neoplásico sobre lecho irradiado es sobre un

lecho con peor vascularización, donde existe mayor grado de necrosis y el pH y la pre-

sión parcial de oxígeno son menores, el grado de hipoxia es mayor, por todo ello la pro-

babilidad de que los clonos celulares que son capaces de crecer en condiciones “tan ad-

versas” respondan a los tratamientos citostáticos o radiológicos se ve seriamente com-

prometida  130,172.
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1.3.2 ELEMENTOS MODIFICADORES DEL TBE

La presencia o intensidad del Tumor Bed Effect puede verse afectada por diver-

sos factores entre los que podemos señalar:

1.3.2.1. Dosis

El efecto TBE es dosis-dependiente 172. Las curvas dosis-respuesta para TBE

presentan una forma sigmoidea 28. El efecto se manifiesta tímidamente cuando el lecho

ha recibido valores de dosis que oscilan entre los 5 y los 10 Gy, a partir de ahí aumenta

de manera abrupta hasta una dosis de 20-30 Gy, en donde se establece un “plateau” que

se mantiene hasta dosis de al menos 60 Gy 174. La forma de la curva puede variar de-

pendiendo de otros factores, pero sobre todo del parámetro utilizado para su cuantifica-

ción 25:  tasa de crecimiento del tumor, tiempo invertido en alcanzar un determinado

tamaño...

1.3.2.2 Tiempo

De los estudios experimentales puede extraerse que las alteraciones biológicas

responsables del TBE son sólo temporales. Si el intervalo irradiación-inoculación exce-

de los 200 días, los parámetros receptividad  y producción de metástasis son indistintos

al grupo control; en tanto que el retraso en el crecimiento se mantiene modestamente.

La alteración suele ser mayor para todos los parámetros cuanto menor es el intervalo

citado.
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1.3.2.3 Estirpe tumoral

Si la lesión radioinducida sobre el estroma fuese la única causa que afectara al

TBE, este fenómeno sería independiente del tipo tumoral. Experiencias previas 172 han

demostrado que aspectos como el retraso en el crecimiento o el tiempo potencial de do-

blaje podían afectarse no sólo por la existencia de células irradiadas a altas dosis, sino

también por el tipo de células irradiadas; así podemos encontrar que carcinomas mama-

rios presentan mayor TBE que los fibrosarcomas. Las razones para ello no son bien co-

nocidas, pero algunas pueden estar relacionadas con la capacidad angiogénica de las

células tumorales 172

1.3.2.4. Fraccionamiento

Trott y Kummermehr han mostrado que para el adenocarcinoma 284 el fraccio-

namiento afectaba al TBE (p.e mayor recuperación con dosis.split)  Otras experiencias

han ido dirigidas a evaluar la importancia del fraccionamiento en condiciones de mayor

o menor hipoxia (existe un mayor efecto del fraccionamiento en tumores oxigenados y

en la ausencia de reoxigenación, la conclusión fue que las células aeróbicas se recupera-

ban más que las hipóxicas).

1.3.2.5  Hipoxia

En condiciones normales el tejido responsable del TBE se encuentra bien oxige-

nado, si cambiamos las condiciones a hipóxicas en el momento de la radiación, se pro-

duciría una marcada reducción del fenómeno TBE, con mayor repercusión sobre el es-

troma que sobre las células tumorales.
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1.3.2.6  Radiosensibilizantes

El oxigeno y los nitroimidazoles son potentes radiosensibilizantes incluso con

bajas dosis por fracción. Sin embargo no influyen sobre TBE

1.3.2.7 Radioprotectores

Se ha descrito radioprotección del TBE con aminotiol WR-2721.

1.3.3 EVOLUCION DE LA PERSISTENCIA TUMORAL, RECIDIVA O ME-

TASTASIS SOBRE LECHO IRRADIADO.

La Radioterapia es una de las armas más efectivas en el tratamiento curativo o

paliativo de la enfermedad neoplásica; el resultado final puede ser la eliminación total o

parcial del tejido tumoral quedando el lecho irradiado con o sin tumor viable. La per-

sistencia neoplásica o posterior recidiva en lecho irradiado experimenta una evolución

característica que no ha pasado desapercibida para los clínicos e investigadores; fruto de

ello se han realizado numerosos trabajos, algunos con conclusiones muy discutidas.

1.3.3.1 Estudios Clínicos

El análisis de la evolución de un tumor creciendo en lecho irradiado- bien por

persistencia, recidiva o metástasis- y no subsidiario de rescate quirúrgico, es la única vía

ética de obtener información al respecto. Señalar que la relevancia clínica del TBE no

está clara, ya que es innecesario recurrir a dicho fenómeno para explicar la radiocurabi-



31

lidad de los tumores humanos y es improbable que la absoluta posibilidad de recidiva

fuese modificada por dicho efecto.

Rosving 229 en 1919 apuntó la posibilidad de que la utilización de la radioterapia

en pacientes con carcinoma mamario se relacionara con un aumento en el número de

metástasis. Su trabajo motivó la realización de numerosos estudios; unos confirmaban

su teoría, otros obtenían conclusiones distintas: así los datos obtenidos por Easson  y

Fisher  indicaban que el tratamiento convencional radiológico postoperatorio podía au-

mentar el número de metástasis a distancia;  Host and Brennhove 126 compararon  pa-

cientes en Estadio II de mama que siguieron tratamiento exclusivo vs cirugía más ra-

dioterapia encontrando que la irradiación disminuía la incidencia de la recidiva local,

pero encontraron mayor número de metástasis en pacientes irradiadas, similares resulta-

dos han sido reportados por Biller 16 Roswitt 230 y  Dao 42. La publicación de los resul-

tados obtenidos por Dao y Kovaric 43, que encontraban mayor incidencia de metástasis

cutáneas y pulmonares ipsilaterales en pacientes que habían recibido radioterapia toráci-

ca tras mastectomía, respecto a las que recibieron tratamiento quirúrgico exclusivo, ha

sido muy criticado por otros autores  porque la muestra parecía sesgada a favor del gru-

po quirúrgico y por las inaceptables complicaciones secundarias a la radioterapia 209.

En otros casos los resultados señalaban el beneficio terapéutico tanto en irradia-

ción preoperatoria como postoperatoria:  Krebs 147; Chu y col  31 utilizando técnicas de

irradiación similares a las descritas por Dao y Kovaric observaron una mayor supervi-

vencia a los 5 años en pacientes con axila apical positiva que recibieron radioterapia

postoperatoria frente al grupo que no la recibió. Series semejantes publicadas con poste-

rioridad confirman este resultado, así  la radioterapia clínica presenta infinidad de ejem-
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plos en los que el paciente sin evidencia de enfermedad es sometido a radiación preci-

samente con la intención de disminuir el riesgo de aparición de recidiva neoplásica o de

metástasis. La justificación de esta práctica y su interpretación en cuanto a eficacia

estriba en la eliminación de focos neoplásicos microscópicos.

1.3.3.2. Estudios experimentales

Diversos estudios experimentales han sido realizados con diferentes tipos tumo-

rales con el objeto de obtener información sobre los efectos de la irradiación sobre

ciertos parámetros del crecimiento tumoral 255; por la naturaleza de nuestro estudio nos

referiremos a los realizados con irradiación del lecho receptor previa al implante del

tumor. Se intenta en ellos que la presencia de células neoplásicas en el lecho receptor se

produzca con posterioridad al momento de la radiación, realizando el implante de inó-

culos celulares  o trozos de tumor en lecho ya irradiado 147,183,232,248-50,263, o tras  inocu-

lación intravascular directa de células neoplásicas 44 con apetencia metastásica por el

lecho receptor previamente expuesto a las radiaciones.

La importancia del lecho fue reseñada por los estudios de Koike y col 146  que

observaron que tras la administración de 1500 rads al hígado tres días antes de la ino-

culación intraportal de células ascíticas de Erlich provocaba un aumento del número de

tumores hepáticos frente  a los animales control. Más recientemente, Dao y Yogo 44

encontraron un incremento  en el número de metástasis pulmonares tras irradiación

pulmonar de ratas de la cepa Sprague-Dawley  y posterior inoculación endovenosa de

células tumorales mamarias DMBA-inducidas; resultados similares han sido encontra-

dos por nuestro grupo de trabajo tras irradiación pulmonar de ratones de la cepa
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C56/BL6 y posterior inoculación endovenosa de células tumorales de melanoma B16

202. Sin embargo, otros estudios concluyen con resultados que apuntan a un retraso en el

crecimiento tumoral 147,183,232,248-50,263  el llamado  efecto lecho tumoral o TBE .

Otros trabajos experimentales encaminan sus objetivos a aclarar posibles in-

fluencias sobre el TBE según: el tipo tumoral 15,28,174, intervalo temporal entre irradia-

ción e implante 176 TBE y TD50 34,259  (número de células tumorales requeridas  para

asegurar  que el 50 % de los animales implantados desarrollan el tumor).



2.OBJETIVOS
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2.1. Observar si el efecto lecho condiciona variación de la respuesta angiogénica

estimulada por un tejido fuertemente inductor como es el tumoral.

2.2. Determinar si la irradiación del lecho receptor, del tejido tumoral o bien de am-

bos, produce diferencias en el grado de crecimiento del melanoma implantado.

2.3. Comprobar si se producen diferencias en el crecimiento tumoral si dejamos pa-

sar un intervalo temporal entre la irradiación del lecho, del tumor o de ambos y

el implante.

2.4. Cotejar los resultados obtenidos con fragmentos de un milímetro cúbico de me-

lanoma con su propia matriz y vasos, comparándolos con un modelo de implante

de células cultivadas in vitro de melanoma ,sin células endoteliales, ni matriz.



3. MATERIAL  Y METODO
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3.1   DISEÑO GENERAL

Con la finalidad de alcanzar los objetivos descritos, hemos utilizado como ani-

mal de experimentación la cepa de ratones de la cepa C57BL/6, cepa de referencia en el

campo de la investigación experimental en oncología 112,128,203, como agente lesivo las

radiaciones ionizantes y como modelo experimental el melanoma murino B16 variedad

F10 por su reconocida capacidad angiogénica  y metastásica. 62,69,70,145,189,190

Inicialmente realizamos implante bien de un milímetro cúbico de melanoma,

tanto como tumor sólido con su estroma, bien células de melanoma cultivadas in vitro y

en número equivalente a la muestra de tumor sólido y obtenidas de la muestra parental,

consignándolos como serie control en ambos casos. Tras dejar a los animales evolucio-

nar en un rango entre 7 y 35 días tras implante y analizar los resultados, establecimos

que el intervalo óptimo hasta el sacrificio fue de catorce días, fecha en la que el tumor

alcanzaba entre 1,5 y 2 centímetros cúbicos, a menor intervalo y tamaño tumoral no se

apreciaron metástasis a distancia y a mayor intervalo temporal muchos animales falle-

cían por el crecimiento tumoral y metástasis.

Al realizar la necropsia de los animales procedimos a la recogida de datos en-

contrados  como: las dimensiones  del tumor alcanzadas, existencia de metástasis linfá-

ticas y/o hematógenas, signos de neovascularización en el lecho tumoral, consignándo-

los en la hoja de recogida de datos establecida al efecto (Anexos 1 y 2)

Una vez obtenidos estos datos en las series control, establecimos diferentes gru-

pos experimentales  basados: en el tipo de elemento irradiado (lecho ó tumor), en el

intervalo entre irradiación e implante (inferior a 24 horas o una semana) o en el tipo de

implante tumoral utilizado (tumor sólido o suspensión celular); obteniendo un total de
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quince series (2 series control, 12 series experimentales y una especial de larga dura-

ción), cada una de las series con diez animales. A los catorce días tras el implante tumo-

ral se procedía al sacrificio de los ratones y a la recogida de datos para su posterior aná-

lisis, recogiendo los datos de las dimensiones tumorales alcanzadas para el estudio esta-

dístico así como muestras para su estudio microscópico

3.2 ANIMAL DE EXPERIMENTACIÓN:

Hemos utilizado la cepa consanguínea de ratones C57 BL/6, desarrollada por

Little en 1921 después de cruzar la hembra número 57 con el macho número 52. Fue

introducida en el Jackson Laboratory en 1948 (generación F-22) y posteriormente en la

empresa IFFA  CREDO en 1981 (generación F-140), de donde fueron obtenidos para

este experimento.

Se utilizaron un total de 214 animales (Anexo 3), de los que 140 fueron valora-

bles para el análisis estadístico, diez por cada una de las doce series experimentales y

cada una de las dos series control. De los 74 animales restantes no incluidos en el estu-

dio estadístico 13  fallecieron por problemas durante la intervención, en 31 animales se

comprobó en el recuento celular previo al implante que el número de células viables era

muy escaso, por lo que se repitieron; 11 animales  no fueron sacrificados el día catorce

tras implante, aunque se procedió  a realizar el mismo proceso de sacrificio, recogida de

datos y necropsia que nos posibilitaran  analizar  aspectos relativos a la evolución tumo-

ral tanto a nivel del lecho como a distancia, a distintos intervalos temporales (sus resul-
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tados serán analizados aparte); finalmente en los 19 animales restantes no se cumplió el

plazo entre irradiación e implante por lo que se utilizaron para realizar control fotográfi-

co de la evolución del lecho irradiado.

3.2.1 CARACTERISTICAS DE LOS RATONES C57 BL/6

Pelaje y ojos negros. Extremidades finas. Talla bastante pequeña. Se reproducen

fácilmente. Poseen notable motricidad  y son capaces de preservar un ritmo circadiano.

Ciertos animales pueden presentar alopecia parcial.

Supone un buen modelo experimental para estudios de toxicología y farmacolo-

gía, experimentación infecciosa 139, inmunología 127 y gerontología. En el terreno de la

Oncología su uso es frecuente, tanto por la posibilidad de estudio de tumores inducidos

(tumores subcutáneos por 3-metil-colantreno (Kouri, 1973); tumores cutáneos tras ex-

posición a DMBA (Thomas, 1973); linfomas por administración oral de colantreno

(Akamatsu,1974 )) como para la investigación con cepas tumorales trasplantables  (ade-

nocarcinoma mamario BW 10232, Leucemia mieloide C 1498, carcinoma de células

prepuciales ESR 586) 112,128, siendo muy habitual su utilización como modelo experi-

mental con la línea de melanoma B16. Elegido con frecuencia  como animal de estudios

con   radiaciones ionizantes 112,128,203
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3.2.2. CRITERIOS DE INCLUSION

3.2.2.1. Sexo:

Los animales elegidos para el estudio han sido todos machos, para evitar posi-

bles alteraciones debidas a factores hormonales 19,60,239. Para el mantenimiento de la

línea celular “in vivo” subcutánea, se usaron hembras sin limitación de edad.

3.2.2.2. Edad:

La edad de los animales al inicio del  experimento osciló entre las ocho y diez

semanas. El animal ha completado su desarrollo y está cerca de su máximo peso, que

alcanza en la undécima semana 128.

3.2.2.3. Peso:

Se realizó control pondera de los animales con báscula de precisión Mettler PM

2000 R   (GERM WEBER, S.A.), siempre antes de la inducción anestésica. Del total de

214 animales incluidos a estudio el rango del peso en gramos osciló entre 22,6 y 28

gramos, siendo la media global de 24,5 gramos.

3.2.3. MANTENIMIENTO Y CUIDADOS

La administración de agua y comida fue según demanda y la temperatura am-

biente osciló entre 24 +/- 2 grados centígrados. En cada jaula se colocó un solo animal,

lo que permitió un mejor control de su evolución. Tanto la comida de los animales como

la viruta de madera especialmente tratada para su uso en laboratorios de experimenta-
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ción animal fueron suministradas por Letica S.A.

Durante el periodo experimental los animales se mantuvieron en jaulas tipo 500

de Macrolón con rejas apilables de acero inoxidable (22 x 22 x 14,5 cm), superficie ba-

sal de 500 cm 2.Cada jaula  fue identificada con los siguientes datos: Departamento que

lleva a cabo el estudio, cepa de animales, fecha de inicio del experimento, serie de estu-

dio, número asignado, fecha prevista de sacrificio del animal. Todos los animales en

estudio  sometidos a ciclos de luz y oscuridad de 12 horas. Se mantuvieron libres de

parásitos.

La normativa de “Líneas Directrices Relativas al Alojamiento y al Cuidado de

los Animales Del Consejo de las Comunidades Europeas” 37 se cumplió para los aparta-

dos de superficie por animal, ventilación, temperatura, humedad, iluminación, ruidos,

sistemas de alarma y sacrificio.
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3.2.4. PROCEDIMIENTOS ANESTESICOS

Para la irradiación, implante y necropsia, se procedió a inducción anestésica de

los animales por medio de inyección intraperitoneal, a distintas dosis según el momento

experimental.

3.2.4.1. Para realizar la irradiación e implante:

 

Anestesia superficial mediante aplicación intraperitoneal con:

 ketamina + clorbutol: 0,07mgr/gr de peso (Imalgene  Lab). (Rhone Merieux)

+

tiazina: 0,01 mg/gr. de peso (Rompún  Lab). Bayer)

3.2.4.2. Previo a la necropsia.

Anestesia profunda mediante la aplicación intraperitoneal con:

ketamina +clorbutol: 0,14 mgr/gr de peso (Imalgene Lab.Rhone Me-

rieux)

+

tiazina:0,02 mgr/peso (Rompun  Lab. Bayer)
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3.3 SERIES EXPERIMENTALES:

 Se establecieron un total de 14 grupos de estudio, con diez animales en cada

uno de los grupos, repartidos de la siguiente forma: un grupo control de implante de

tumor sólido, un grupo control de implante de suspensión celular, 6 grupos experimen-

tales con tumor sólido y seis grupos con implante de suspensión celular, que fueron

asignados de la siguiente manera:

3.3.1. GRUPOS SEGÚN TIPO DE IMPLANTE TUMORAL

Si el implante era de tumor sólido correspondía a los grupos I a III

Si el implante era de suspensión celular correspondía a los grupos IV a VI

3.3.2. GRUPOS SEGÚN INTERVALO IRRADIACIÓN E IMPLANTE

Si el intervalo entre irradiación e implante era inferior a 24 horas se indicaba

como  A.

Si el intervalo entre irradiación e implante era de siete días se indicaba con la le-

tra B.

3.3.3. GRUPOS SEGÚN ELEMENTO IRRADIADO

Si se realizaba irradiación del lecho se indicaba como grupo I ó IV

Si se realizaba irradiación exclusiva del implante como grupo II ó V

Si se realizaba irradiación de ambos como grupo III ó VI
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3.3.4  GRUPOS CONTROL

Se realizó un grupo control de implante tumoral sólido y otro de inóculo de sus-

pensión celular. No se realizó irradiación ni de implante, ni de lecho. De ellos se obtu-

vieron datos como el volumen tumoral alcanzado a los 14 días, la existencia de ganglios

afectos o metástasis hematógenas.

3.3.5  GRUPO ESPECIAL DE SEGUIMIENTO SOBRE LECHO IRRADIADO

Se destinaron diez animales para evaluar el comportamiento del melanoma cre-

ciendo sobre lecho irradiado, con un intervalo entre implante  y sacrificio que osciló

entre 21 y 28 días. Este grupo será analizado únicamente en el epígrafe de Efecto lecho

tumoral.

ESQUEMA RESUMEN DE LAS SERIES

SERIES DOSIS (Gy) INTERVALO RT-IMPLANTE MODELO TUMORAL
LECHO TUMOR < 24 HORAS 7 DIAS SÓLIDO SUSPENSIÓN

CONTROL T.S.* 0 0 ....................... ...................... SÍ
CONTROL S. C.* 0 0 ....................... ........................ SÍ
IA 80 0 SÍ SÍ
IB 80 0 SÍ SÍ
IIA 0 80 SÍ SÍ
IIB 0 80 SÍ SÍ
IIIA 80 80 SÍ SÍ
IIIB 80 80 SÍ SÍ
IVA 80 0 SÍ SÍ
IVB 80 0 SÍ SÍ
VA 0 80 SI SÍ
VB 0 80 SÍ SÍ
VIA 80 80 SÍ SÍ
VIB 80 80 SÍ SÍ

• C.T.S. EQUIVALE A SERIE CONTROL DE TUMOR SÓLIDO

• C.S.C.EQUIVALE A SERIE CONTROL DE SUSPENSIÓN CELULAR
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3.3.6. RELACION DE LAS  SERIES   EXPERIMENTALES

GRUPO CONTROL TUMOR SOLIDO: Implante de tumor sólido en lecho no irradia-

do.

GRUPO I:    Irradiación del lecho receptor e implante de tumor sólido no irradiado.

SUBGRUPO IA: El intervalo entre la irradiación del lecho e implante fue infe-

rior a 24 horas.

SUBGRUPO IB: El intervalo entre la irradiación del lecho e implante fue de

siete días

GRUPO II:    Irradiación de tumor sólido e implante en lecho no irradiado.

SUBGRUPO IIA: El intervalo entre la irradiación del tumor sólido y el implante

en lecho no irradiado fue inferior a 24 horas.

SUBGRUPO IIB: El intervalo entre la irradiación del tumor sólido y su implante

en lecho no irradiado fue de siete días

GRUPO III:  Irradiación tanto del lecho como del implante de tumor sólido

SUBGRUPO IIIA: El intervalo entre la irradiación del lecho y el implante de

tumor sólido irradiado fue inferior a 24 horas

SUBGRUPO IIIB: El intervalo entre la irradiación del lecho y el implante de

tumor sólido irradiado fue de siete días.
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GRUPO CONTROL SUSPENSION: Implante de suspensión celular en lecho no irra-

diado

GRUPO IV: Irradiación del lecho receptor e implante de suspensión celular tumoral no

irradiada

SUBGRUPO IVA: El intervalo entre irradiación del lecho y el implante de la

suspensión celular no irradiada fue inferior a 24 horas.

SUBGRUPO IVB: El intervalo entre irradiación del lecho receptor y el implante

de suspensión de melanoma no irradiada fue de siete días.

GRUPO V: Irradiación de suspensión celular de melanoma e implante en lecho no irra-

diado.

SUBGRUPO VA: El intervalo entre irradiación de la suspensión celular y su

implante en lecho no irradiado fue inferior a 24 horas.

SUBGRUPO VB: El intervalo entre irradiación de la suspensión celular y su

implante en lecho no irradiado fue de siete días

GRUPO VI: Irradiación tanto del lecho receptor como de la suspensión celular de mela-

noma:

SUBGRUPO VIA: El intervalo entre la irradiación del lecho receptor y el  im-

plante de suspensión celular de melanoma fue inferior a 24 horas.

SUBGRUPO VIB:  El intervalo entre la irradiación del lecho receptor y el im-

plante de la suspensión celular de melanoma irradiada fue de  7 días.
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GRUPO ESPECIAL DE SEGUIMIENTO SOBRE LECHO IRRADIADO

En esta serie el intervalo entre implante sobre lecho irradiado y el sacrificio fue

Superior a catorce días.

Cada procedimiento de irradiación, implante y necropsia, con su fecha, número

de estudio y grupo se registró:

1) En la etiqueta de la jaula identificada con el número de Grupo y animal de estu-

dio

2) En la hoja de recogida de datos confeccionada al efecto: (Anexos 1 y 2)

3) En el libro del Laboratorio

4) En el libro de Anatomía Patológica, consignando el número de Grupo y animal

de  estudio.

5) En la hoja de recogida de datos macroscópicos y microscópicos cuando se reali-

zaba la necropsia.  (Anexo 2)

3.4  MODELO TUMORAL

Se ha utilizado la  línea celular maligna para estudios “in vivo” e “in vitro” de

Melanoma B16-F10. La línea parental fue aislada a partir de la aparición espontánea de

un melanoma en la base de la oreja de un ratón de la cepa C57BL/6 (utilizada en nuestro

estudio), aislada por el Jackson Laboratory  189,203.
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La línea parental de Melanoma B16 es transplantable dentro de la cepa singénica

por inyección subcutánea,  fácil de mantener en cultivo 190 y presenta en su línea origi-

nal una marcada  capacidad angiogénica 148 y metastásica.

De la línea parenteral original se han ido separando una serie de variantes, cada

una de las cuales destaca por un comportamiento característico: B16-BL6 (altamente

metastásico); B16-F1 (pobremente metastásico); B16 a  (amelanótico, metástasis espon-

táneas); B16-F10 (especificidad y rendimiento en metástasis pulmonares); B16-010

(metástasis ováricas) ó B16-PA4M (metástasis ganglionares) 203,239,148.

La variante utilizada en nuestro estudio por su reconocida capacidad angiogénica

y metastásica 62,69,70,145,189,190 ha sido la de Melanoma B16-F10, aislada por Fidler en

1971 305  y obtenida por nuestro Departamento a través del Frederich Cancer Research .

3.4.1 MANTENIMIENTO DE LA LINEA CELULAR

Para su disponibilidad las células de melanoma se mantiene en el Laboratorio de

Radiología y Medicina Física de tres formas:

3.4.1.1 Criopreservación

De la población parenteral recibida (tres millones de células de melanoma

B16/F10) separamos la mitad  para iniciar el experimento o destinarlas a reservorio

tanto “in vivo” como “in vitro”; La otra mitad  fue dividida en  seis viales (cada uno con

250.000 células) y tras su tratamiento con  agentes crioprotectores, realizamos la inmer-

sión en Nitrógeno líquido a –196 º C de los mismos, con el objeto de tener una reserva

de la cepa recibida. Dicha población parenteral fue convenientemente etiquetada y ano-
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tados los datos en el libro del Laboratorio con fecha 16 de Febrero de 1994.

3.4.1.2. “In vivo ”

Una segunda vía se obtuvo inicialmente tras  la inyección subcutánea de células

de melanoma en el flanco derecho de  ratones hembras destinadas a este fin. La elección

de este punto anatómico estuvo basada en la distensibilidad cutánea que permite el cre-

cimiento de nódulos solitarios, homogéneos y de fácil acceso.

Entre los días siete y catorce el tumor alcanza un tamaño entre 1,5 y 2   centí-

metros. La elección del tamaño tumoral indicado se estableció sobre la base de que a

mayor tamaño encontrábamos grandes zonas necróticas intratumorales y algunos ani-

males fallecían encontrándose en la necropsia frecuentemente metástasis linfáticas  y

preferentemente metástasis pulmonares.

El procedimiento de extracción tumoral es el siguiente: se procede a aplicar una

dosis supraletal de anestésico vía intraperitoneal (apartado 2.2.3.2.), a continuación se

realiza la sujeción del animal para facilitar el manejo operatorio. La zona de acceso,

fácilmente delimitada por palpación del nódulo tumoral, es rasurada y tratada con una

solución de Povidona Yodada al 10 % (Betadine ); se realiza una incisión amplia y se

extrae el nódulo tumoral en condiciones estériles. Colocamos  el material obtenido en

una placa de Petri y se fragmenta, desechando las zonas necróticas y lavándose con sue-

ro fisiológico. Los fragmentos de aproximadamente un milímetro cúbico, pasan a otra

placa donde reciben un nuevo lavado con fisiológico y una solución antibiótica (Anfote-

ricina B: 200µg/ml; Penicilina: 10000 U/ml; Estreptomicina: 10000 µg/ml).

Estas fracciones de melanoma (figura 1) pueden implantarse tal cual en nuevos
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Figura 1: Fragmentos milimétricos de melanoma dispuestos en una placa Petri
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ratones hembras, colocándose subcutáneamente a través de una pequeña incisión y co-

locando el fragmento tumoral en la zona ya señalada, actuando como animales reservo-

rio.  Se procede a repetir la operación transcurridos entre siete y catorce días o tras al-

canzar un tamaño entre 1,5 y 2 centímetros.

Asimismo las fracciones de melanoma obtenidas pueden utilizarse por disgrega-

ción para promover cultivo (ver apartado 3.4.1.3.)

Cuando el objetivo fue el de servir de soporte al tumor irradiado para las series

IIB y IIIB, el fragmento tumoral se colocaba en la pata posterior derecha del animal a

nivel subcutáneo y distal, de tal forma que el nódulo tumoral pudiese ser irradiado utili-

zando el dispositivo plomado; lo que nos permitiría proteger el resto del animal, que

debía servirnos de reservorio viable durante siete días, hasta la extracción del fragmento

tumoral irradiado para su posterior utilización en los subgrupos IIB y IIIB.

3.4.1.3 ”In vitro”

 Las células de melanoma se mantienen en cultivo monocapa albergadas en fras-

cos tipo Falcon, suministrados por Bibby Cultures, de 25 centímetros cuadrados de su-

perficie basal (figura 2).

El medio de cultivo consiste en una mezcla de Minimal Essential Medium

(MEM) con solución salina balanceada de Hank (HBSS), libres de Calcio y Magnesio,

suplementada con un 10 % de suero bovino fetal. Los frascos permanecen en incubado-

ra modelo Yamato IT62 de la casa HTEC, a 37 º C, en un ambiente humidificado com-

puesto de 95% de aire atmosférico y 5% de anhídrido carbónico.

El cambio de medio se realiza cada tres días y subcultivos cada seis o cuando las
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Figura 2: Crecimiento en cultivo en frascos tipo Falcon de suspensión celular de mela-

noma irradiado. Obsérvese la disposición “en colonias” obtenidas tras irradiación de la

suspensión.
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células llegan a la confluencia. Para subcultivar se desprenden las células de la pared

basal del frasco por medio de tripsina EDTA fría y, previa dilución, se siembran en

nuevos frascos con medio de cultivo. La subcultivación nunca se realiza en más de cin-

co ocasiones a partir de un medio primitivo, ya que están descritas degeneraciones fe-

notípicas; por ello los cultivos han de ser renovados con células provenientes de tumor

“in vivo”. Para ello se parte de los pequeños fragmentos de tumor obtenidos de los ani-

males reservorio (2.4.1.2), son sometidos a un nuevo lavado con una mezcla de MEM y

la solución antibiótica de Penicilina, Anfotericina B y Estreptomicina. A continuación

se procede a convertir los acúmulos en entidades celulares simples por disgregación

química, incubando en Tripsina al 0,1%. El resultante se somete a centrifugación a 200

rpm durante tres minutos, se desecha el sobrenadante, identificándose las células tumo-

rales como un pequeño acúmulo negro en el fondo del tubo. Esta se diluye en medio de

cultivo por agitación vigorosa, se pasa a los frascos y por fin a la incubadora.

Señalar que las células de los medios de cultivo son aptas para obtener tumor

subcutáneo, para ello deben ser inyectadas a nivel subcutáneo de los ratones hembras

destinados al papel de  reservorio del tumor fuente, con tal de que se inyecten más de

10000 células.

El acúmulo tumoral resultante de la centrifugación puede también destinarse a

reservorio por congelación en Nitrógeno líquido. Para ello hay que añadirle ácido épsi-

lon-amino-caproico, para evitar el daño celular por la formación de espículas de hielo,

procediéndose después a su criopreservación, anotando en el libro del laboratorio el

lugar de su colocación y la  fecha de la misma.
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3.5. TECNICA DE IRRADIACIÓN

3.5.1.  APARATO

El aparato utilizado para el experimento ha sido la Unidad de Telecobaltoterapia

del Servicio de Radioterapia del Hospital Universitario de Canarias (Gammatron 3 de la

casa Siemens) entre Febrero de 1994 y Diciembre de 1995 y posteriomente tras el cam-

bio de Unidad  a finales de 1995 se utilizó de la marca Theratron Phoenix.

Una vez realizada dicha sustitución, continuamos el estudio experimental, man-

teniéndose las condiciones del mismo y realizándose los controles dosimétricos para

comprobar que se mantenían las condiciones previas en cuanto a homogeneidad de la

dosis prescrita.

 Se eligió la utilización de una fracción única de 80 Gy basándonos en experien-

cias previas de nuestro grupo de trabajo 226 que demostraron que con dicho esquema  se

inhibía la migración y/o proliferación de los elementos del tejido conectivo afecto, dato

que nos permitía estudiar la respuesta tumoral tras implante en un ambiente tan hostil.

3.5.2. ISODOSIS Y TIEMPO DE EXPOSICIÓN

Se eligió la isodosis del 100% a partir de la curva de rendimiento en profundidad

de un haz directo de fotones gamma de Cobalto-60 de diez por diez centímetros y te-

niendo como referencia la profundidad a la que considerábamos el lecho receptor (zona

circundante al nervio ciático), que oscilaba entre 0,9 y 1,1 centímetros.

Elegimos la misma isodosis cuando realizamos la irradiación de los animales
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con tumor, para las series IIB y IIIB, cubriendo la pata del animal con gasas húmedas y

considerando en este caso como volumen blanco la pastilla tumoral.

Aceptamos  también la misma isodosis cuando realizamos la irradiación de los

cultivos celulares en los Frascos tipo Falcon, colocando la cara dónde se encontraban las

células lo más alejada al haz de irradiación, de tal forma que entre las gasas húmedas

colocadas y la cara anterior del frasco se evitaba que el efecto “ build up” provocase una

infradosificación al volumen blanco: “la suspensión celular”, procedimos de la misma

forma cuando irradiamos tumor sólido en los Petri para las series IIA y IIIA.

Al inicio del experimento (Febrero de 1994) la fuente de Cobalto 60 presentaba una

actividad de 53 Tbq y una  tasa de dosis de 0,74 Gy/minuto, a 60 centímetros para un

campo de diez por diez centímetros en Diciembre de 1996 en el momento de retirar la

unidad antigua la actividad de la fuente era de 42 Tbq y la tasa de dosis de 0,58

Gy/minuto.  Con estos datos, para alcanzar una dosis lecho de 80 Gy  a la isodosis del

100% y con un campo de diez por diez, el tiempo de irradiación fluctuó  entre 108 y 135

minutos.

Tras el cambio de la Unidad de Telecobaltoterapia y por lo tanto de la fuente de Cobal-

to-60 el tiempo de irradiación para alcanzar 80 Gy osciló entre 52,3 y 58,5 minutos. En

Enero de 1996 la nueva fuente tenía una actividad de 218,6 Tbq y la tasa de dosis era de

1,53 Gy/minuto a la distancia de 80 centímetros y para un campo de diez por diez cen-

tímetros y en Febrero de 1997  la actividad era de 191,4611 Tbq y tasa de dosis de 1,37

Gy/minuto.
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3.5.3  PROCEDIMIENTO DE IRRADIACIÓN

Variaba según se realizase irradiación del lecho receptor, del cultivo celular o

del tumor sólido.

3.5.3.1  Del lecho receptor

El área elegida para estudio fue la pata posterior derecha del ratón, con el animal

en posición prona; diseñándose un blindaje plomado al efecto de proteger el resto del

ratón del efecto lesivo de las radiaciones ionizantes.  Para la obtención del molde defi-

nitivo- realizado en la unidad  de Radiobiología perteneciente al Departamento de Me-

dicina Física y Farmacología de la Facultad de Medicina de la Laguna- se procedió ini-

cialmente al sacrificio de un ratón de la cepa elegida para el estudio experimental, con

una dosis supraletal de anestésico y tras su colocación en posición de tratamiento- con la

pata posterior derecha extendida y el animal en decúbito prono (ver figura 3), obtuvimos

un negativo en silicona; el siguiente paso fue la obtención a raíz del molde de silicona

de un positivo en yeso, que una vez seco nos permitió obtener el molde en plomo; para

ello calentamos el plomo hasta su fusión, y posteriormente realizamos el vertido sobre

el molde de yeso confeccionado, al enfriarse el plomo y retirar el molde en yeso obtuvo

una carcasa plomada de 12 cm de largo por 5 cm de ancho y 7,5 cm de alto, siendo el

espesor de la protección en la zona más fina de  5 cm y de 8 cm en la parte más gruesa.

La colocación del ratón  se podía realizar con comodidad.

Señalar que en dicho blindaje se practicaron una abertura frontal de 1 cm de

diámetro para permitir la respiración del animal y una abertura lateral derecha, justo

dónde  la pata posterior derecha del animal quedaba expuesta a las radiaciones ionizan-

tes (figuras 4 y 5).
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Figura 3: Contorno del ratón utilizado para la obtención del molde plomado definitivo.
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Figura 4: Vista inferior de la carcasa plomada obtenida; obsérvese la abertura que per-

mite la exposición de la pata posterior derecha del animal.
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Figura 5: Dermitis húmeda y depilación del área irradiada (pata posterior derecha del

ratón), quedando bien delimitada del resto del animal (foto obtenida a los catorce días

tras irradiación)
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Se procedía a irradiar un animal en cada ocasión, utilizando siempre el dispositi-

vo plomado confeccionado al efecto.

La dosimetría se realizó con dosímetros TLD, cuya lectura fue llevada a cabo

por la Unidad de Protección Radiológica del H.U.C. (apartado 3.5.4.2)

3.5.3.2  Del tumor sólido.

3.5.3.2.1. Cuando el intervalo entre irradiación e implante era

inferior  a 24 horas (series A)

Tras anestesiar al ratón fuente se realiza la extracción de un centímetro cúbico de

melanoma, que colocamos en una placa de Petri, y se procede a la irradiación en la Uni-

dad de Cobalto del Servicio de Radioterapia del Hospital Universitario de Canarias.

Al objeto de evitar el “build up” se cubrió con una gasa húmeda la muestra neo-

plásica. Se administraron 80 Gy en una fracción única, con técnica de un campo directo,

distancia foco-objeto de 60 cms  ó de 80 cms según la Unidad utilizada y tamaño de

campo de 10 por 10 cms. Tasa de dosis que osciló según el momento experimental y ya

referida en el apartado 2.5.2.1

3.5.3.2.2 Cuando el intervalo entre irradiación e implante es de

siete días (series B):

Se realiza la irradiación del animal fuente utilizando el blindaje plomado confec-

cionado al  efecto para evitar una sobreirradiación del animal que debe servirnos du-

rante una semana de soporte viable para el tumor. La técnica de irradiación utilizada fue

idéntica a la irradiación del lecho, comprobándose siempre que la  pata del animal (con
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tumor visible y con un tamaño que osciló entre 1 y 1,5 cms)  quedaba enteramente en el

campo de radiación, fuera de la protección del blindaje y  cubierta con gasas húmedas

para evitar el efecto build up.

3.5.3.3  Del cultivo celular

Tras colocar los frascos de cultivo  tipo Falcon a una distancia foco-objeto de 60

cms o de 80 cms según la Unidad de Telecobaltoterapia utilizada, se administran 80 Gy

en fracción única con la oscilación de tasa de dosis entre el principio y final del experi-

mento ya indicados; los frascos de cultivo fueron cubiertos con gasas húmedas para

evitar el efecto build up y se utilizó un campo directo centrado en el centro del Falcon.

3.5.4 DOSIMETRIA

 Los datos aportados a lo largo de la realización del estudio guardan una homo-

geneidad que nos asegura la reproducibilidad del experimento y la homogeneidad de la

dosis prevista.

3.5.4.1. Aparato

El control de la Unidad de Cobalto 60 está protocolizado por el Servicio de Pro-

tección Radiológica del Hospital Universitario de Canarias según las recomendaciones

del Consejo de Seguridad Nuclear, realizándose operaciones diarias para verificar el

buen funcionamiento de la misma; asimismo semanalmente se realiza la comprobación

de la homogeneidad y simetría del campo de radiación con una película radiográfica

comparando haz de luz – haz de radiación en un campo de 20 x 20 centímetros.
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Trimestralmente se realiza la calibración en cuba de agua de la Unidad de Co-

balto 60, las medidas se realizan con la cámara cilíndrica de ionización de la casa PTW

modelo 233641 de 0,3 c.c. El electrómetro digital PTW con la fuente de alimentación en

+ 300 v, y el potenciómetro 4.9, switch DII (= -300 V). Todas las medidas son realiza-

das en agua. Los controles efectuados incluyen entre otros el cálculo de la tasa de dosis

y el cálculo de simetría y homogeneidad del haz de radiación, confirmándose durante

todo el período experimental que se mantenían las condiciones de radiación.

3.5.4.1.1. Tasa de dosis

 Dado que la realización de las series experimentales fue realizada entre 1994  y

1997 se realizaba  mensualmente control del tiempo a administrar para alcanzar 80 Gy a

la isodosis del 100% de referencia, según la variación en la tasa de dosis de la Unidad

de Cobalto-60, oscilando entre 0.74 Gy/minuto en Febrero de 1994 y 1.37 Gy/minuto en

Marzo de 1997. La variación al alza explicable sólo por el cambio, ya referido, a finales

de 1995 de la fuente de Cobalto-60.

Trimestralmente al realizar la calibración en cuba de agua, se realiza el cálculo

de la tasa de dosis y la comparación con las medias previas, calculándose la tasa de do-

sis esperada y verificándolo con los resultados obtenidos.

3.5.4.2. “In vivo ”

Se realizó la colocación de dosímetros TLD,  para comprobación de la dosis ad-

ministrada al lecho receptor y zonas protegidas por el blindaje: Para ello simulamos la

operación de tratamiento, realizando los pasos previos de anestesia, colocación del do-
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símetro en el lecho  (simulando el implante tumoral), colocación del animal en la ban-

deja dispuesta el efecto, sujeción del mismo permitiendo exponer la pata posterior dere-

cha con el animal en prono y cubierto por la protección plomada confeccionada al

efecto.

Se colocaron  dosímetros tanto sobre la piel de la pata del ratón, como en la

misma zona donde realizábamos el implante (que consignamos como nervio ciático)

para comprobar la dosis administrada al lecho;  los dosímetros fueron recubiertos de una

lámina plástica para evitar su contaminación con los fluidos corporales. También fueron

colocados  en la zona de penumbra y debajo del plomo. Los dosímetros usados eran de

termoluminiscencia (TLD-100) de la marca HARSHOW, como material termoluminis-

cente el Fluoruro de Litio y con unas dimensiones de: 2,5 x 2,5 x 1 mm.

Se realizaron controles dosimétricos en Noviembre de 1994, Noviembre de 1995

y en Febrero de 1997 (dado que se realizó el cambio de fuente en la unidad de Cobalto-

60) que verificaban la corrección de las dosis administradas y confirmaban la validez de

la protección plomada para el resto del animal.

 La lectura fue llevada a cabo por la Unidad de Física Médica perteneciente al

Departamento de Medicina Física y Farmacología de la Facultad de Medican de la Uni-

versidad de la Laguna.
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Las lecturas obtenidas tras un disparo único estimando dosis de 1 Gy:

Noviembre-94          Noviembre-95    Febrero-97

Nervio ciático:                                               1,008 Gy            1,049  Gy        0,980  Gy

Parte anterior de la pata sobre piel:                 0,84 Gy             0,837 Gy           0,834   Gy

Parte posterior de la pata:               0,94 Gy             0,83   Gy           0,980   Gy

Limite de la pata no protegido por el plomo:  0,86 Gy             0,75  Gy           0,870   Gy

Penumbra junto a la pata bajo el plomo:                                    0,13  Gy           0,159   Gy

Debajo del plomo:                                                                      0,12  Gy           0,110   Gy

3.5.4.3. ”In vitro ”

3.5.4.3.1 Placas de Petri

 Se realizó la colocación de dosímetros tanto en la cara externa de la placa de

Petri, como en el interior (para obtener comprobación de la dosis administrada al tumor,

situado a dicho nivel)

Los resultados de control obtenidos  tras administrar el tiempo estimado para 1

Gy en sesión única fueron:

Noviembre de 1995         Febrero-97:

Cara externa Petri=            0.933 Gy 0.993Gy

Cara interna  Petri= 1.091 Gy 1,018Gy



65

3.5.4.3.2 “Frascos de cultivo tipo Falcon ”

En ellos se mantenían los cultivos celulares de melanoma. Se realizó control

colocando dosímetros TLD en el interior del mismo, en la cara en la que se encontraban

las células de melanoma, y también en las caras externas del frasco; se realizó compro-

bación dosimétrica durante el estudio y tras el cambio de Unidad.

Los resultados obtenidos tras la administración del tiempo estimado para 1 Gy

en sesión única fueron:

Noviembre 1995                             Febrero de 1997

Cara interna: 1,091Gy                                1,092 Gy

Cara posterior externa: 0,895Gy                                 1,130Gy

3.6  PROCEDIMIENTO DE IMPLANTE TUMORAL

El procedimiento varía según se trate de tumor sólido o suspensión celular:

3.6.1 IMPLANTE DE TUMOR SÓLIDO

Se selecciona un animal de la cepa elegida y que cumpla los criterios de inclu-

sión. Se realiza el procedimiento anestésico ya referido y se sitúa el animal en la mesa

de operaciones dispuesta al efecto, asegurándonos de una correcta sujeción del ratón,

que elimine movimientos bruscos. Previo a la incisión quirúrgica se realiza el rasurado

de la pata posterior derecha con el animal en prono y la limpieza de la zona con Povido-
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na Yodada (Betadine); una vez efectuado este paso se procede a la incisión quirúrgica

en condiciones estériles y a separar el plano muscular de la pata, de tal forma que quede

expuesto a la vista el nervio ciático, se realiza disección roma y se confecciona un bol-

sillo, dónde se depositará un milímetro cúbico de tumor sólido (irradiado o no); tras

comprobar que queda ubicado correctamente se realiza el cierre por planos y se sutura la

piel, se realiza la limpieza de la herida quirúrgica y tras etiquetar el animal con su nú-

mero de estudio se coloca en la jaula correspondiente realizando los cuidados y segui-

miento previstos hasta el día del sacrificio del animal.

3.6.2. IMPLANTE DE SUSPENSIÓN CELULAR EQUIVALENTE A UN MI-

LÍMETRO CÚBICO DE MELANOMA

.

Para obtener un número de células tumorales equivalentes a las existentes en un

fragmento de 1 milímetro cúbico de tumor sólido, en primer lugar se realiza la disgrega-

ción de un fragmento tumoral de dichas dimensiones y se procede a la centrifugación a

1500 r.p.m. durante tres minutos;  tras desechar el sobrenadante se realiza la aspiración

mediante vacío del botón de células sedimentadas obteniendo que se alcanza el nivel 1

de una pipeta Pasteur, que tomamos como referencia; procediéndose al recuento celular

utilizando una cámara de Neubauer

Para obtener la suspensión celular tumoral se seleccionaron células creciendo “in

vitro ”. En el frasco, se disgregan y desprenden enzimáticamente durante un minuto con
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solución tripsina /EDTA  ( 0.05% / 0.02%) en PBS w/o Calcio y Magnesio. Posterior-

mente se coloca en la incubadora  a 37 °C durante quince minutos con la finalidad de

despegar las células del frasco de cultivo, seguidamente se añade PBS tampón y poste-

riormente se aspira el material obtenido colocándolo en frascos y  centrifugar a 1500

r.p.m. durante tres minutos.Tras desechar el sobrenadante, aspiramos mediante vacío

hasta alcanzar el nivel de referencia indicado; el recuento celular aportaba valores simi-

lares a las muestrazs de tumor sólido, con una variación del 10 – 15% del número total

de células, ya que en el caso del tumor sólido existían tambien células de estirpe no tu-

moral.

Ya nos encontramos en disposición de realizar el implante celular. Realizamos la

misma operación indicada en el apartado anterior hasta el momento del implante que en

lugar de ser de tumor sólido en este caso será el contenido de la pipeta Pasteur hasta el

nivel de referencia indicado. Con exquisito cuidado se coloca el extremo de la pipeta en

el interior del bolsillo creado en torno al nervio ciático y procedemos a verter el conte-

nido en el mismo cuidando que se realice en dicho espacio, tras esperar unos pocos se-

gundos realizamos el cierre por planos, la sutura de la piel y asignamos al animal su

número de estudio correspondiente y lo colocamos en la jaula dispuesta al efecto hasta

el día de su sacrificio.

En todos los casos que se realizó implante de suspensión celular (irradiada o no)

se practicó un test de viabilidad por prueba de exclusión del Azul Tripán, basada en que

las células pictóricas o aún vivas con alteraciones metabólicas graves, son incapaces de

impedir la penetración del colorante del medio a su citoplasma, tornándose de un color
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azul que les distingue claramente de las no teñidas que adquieren un color marrón oscu-

ro.

De este modo, en el microscopio de luz invertida, se utiliza el recuento para

aplicar la fórmula:

Viabilidad = Número de células viables/Número total de células   (×100)

Los valores de viabilidad de las muestras usadas en este experimento nunca es-

tuvieron por debajo del 85% cuando se realizaba el implante de suspensión celular no

irradiada. Tras la irradiación de la suspensión celular, a las pocas horas el test de viabi-

lidad aportaba unos valores  inferiores al 30%.

3.7 NECROPSIA Y OBTENCION DE DATOS:

Transcurridos los catorce días tras la irradiación y/o implante tumoral se proce-

día al sacrificio de los animales incluidos en el estudio mediante la administración de

una dosis supraletal de anestesia. Antes de realizar la disección del animal se recogían

todos los datos externos macroscópicos de interés como pudieran ser las señales de ra-

diodermitis, infección, ulceración o infiltración cutánea tumoral y se anotaban en la hoja

de recogida de datos de cada animal.

3.7.1  LECHO TUMORAL
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Tras la administración de la dosis anestésica supraletal y  verificar la muerte del

animal, se procedía a su fijación en la mesa quirúrgica, sujetándolo en posición prona y

tras limpiar la zona de acceso, se realizaba una incisión quirúrgica vertical, paralela al

fémur de la pata, de tal forma que quedase expuesto el paquete muscular que se proce-

día a abrir, permitiéndonos visualizar el recorrido del nervio ciático.

Se recogían todos los datos macroscópicos de interés, como las dimensiones del

tumor encontradas, la posible infiltración de las zonas adyacentes y situación del tumor;

especial atención se prestaba a la existencia de vasos visibles en la zona tumoral (neova-

sos) y a la disposición tumoral con relación al nervio.

Se procedía a la disección de la masa tumoral realizándose  su medición en los

tres ejes de coordenadas (largo = x, ancho = y, alto = z), anotando dichos datos en la

hoja diseñada al efecto (anexo 2).

Se realizaba la toma de muestras (tumor y tejidos peritumorales) que se incluían

bien en formol para su estudio con microscopio óptica, o bien en glutaraldehído para su

estudio en microscopio electrónica (indicando en la hoja de recogida de datos este as-

pecto y asignándose un número de entrada para cada muestra).

En cualquiera de las etapas señaladas y cuando el dato encontrado se considera-

ba de interés se realizaron fotografías, indicando este aspecto en la hoja de recogida de

datos y en el libro de Anatomía Patológica.

3.7.2  METASTASIS LINFATICAS Y/O HEMATÓGENAS



70

Una vez finalizado el estudio macroscópico de la zona del lecho, se realizaba la

disección del animal siguiendo las pautas habituales usadas para roedores de pequeño

tamaño 231 en busca de metástasis a distancia; basándonos en los datos encontrados en

los animales control  especial énfasis se puso en la localización de adenopatías abdomi-

nales y metástasis hematógenas (principalmente pulmonares por las características pro-

pias del melanoma B16-F10). Cuando se sospechaba la posibilidad de metástasis se

procedía a la disección de la adenopatía o del órgano y se incluía en formol para su es-

tudio con microscopía óptica o en glutaraldehido para su estudio bajo microscopía elec-

trónica, anotando los datos de la localización y número de las posibles metástasis o ade-

nopatías afectas en la hoja de recogida de datos correspondiente al animal en cuestión.

3.8 ESTUDIO MICROSCOPICO:

Las muestras obtenidas fueron analizadas bien con microscopía óptica conven-

cional o bien con microscopía electrónica, utilizando para ello diversas técnicas que a

continuación se señalan. Asimismo se realizaron tomas fotográficas de los hallazgos

relevantes.

3.8.1  TECNICAS DE MICROSCOPÍA ÓPTICA

Las piezas obtenidas fueron seccionadas según la orientación más adecuada, los

cortes seriados, de un grosor de 6 micras, se realizaron en un microtomo tipo Reichert-

Jung 1130 Biocut.

Se emplearon las siguientes tinciones: Hematoxilina-Eosina y Tricrómico de
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Mason -Goldner.

3.8.1.1 Hematoxilina-Eosina

Empleamos las siguientes soluciones: Hematoxilina de Harris y Eosina.

A) Hematoxilina de Harris

Solución A:

Hematoxilina en polvo....................... 5 grs.

Alcohol absoluto................................ 50 c.c..

Solución B:

Alumbre potásico cristalizado.......... 100 grs.

Agua destilada................................. 800 c.c.

(El alumbre potásico se disuelve en caliente)

Veinticuatro horas después de preparar las soluciones, las mezclamos y agrega-

mos 2,5 grs. de óxido rojo de mercurio. Durante unos 20-30 minutos se mantiene en

ebullición, inmediatamente después, se colocan en un matraz destapado que se introdu-

ce en agua fría.

B) Eosina

Eosina:.................................................................................2 grs.

Agua destilada: .................................................................160 c.c.
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Alcohol de 95%: .............................................................. 640 c.c.

Ácido Acético : .............................................................8-10 gotas

Técnica:

1. Hacer dos pases de Xilol de 10 minutos de duración con objeto de desparafi-

nar.

2. Mediante tres pases en alcohol de 96 y 90 grados durante 5 minutos, conse-

guimos la hidratación.

3. Lavamos con agua corriente durante dos minutos.

4. Teñimos con Hematoxilina de Harris durante 3 minutos.

5. Volvemos a lavar con agua corriente durante 5 minutos

6. Teñimos durante 3 minutos con Eosina.

7. Sin lavar, realizamos pases rápidos por alcohol de 90, 96 grados y absoluto.

8. Aclaramos con carboxilol.

9. Hacemos dos pases en xilol.

10. Realizamos montaje en un kitt.

3.8.1.2 Tricrómico de Mason-Goldner

Preparamos las siguientes soluciones:

A) Solución de Bouin

Acido Pícrico saturado en solución acuosa. ...........750 c.c.
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Formol al 37-40 %.................................................. 250 c.c.

Ácido Acético Glacial..............................................50 C.

Para asegurar una correcta solución de Bouin, debe ser preparada a 60 grados Cº.

B) Solución de Hematoxilina de Weigert

Solución A:

Cristales de Hematoxilina...................... 1 gr.

Alcohol de 95 grados.............................. 100 c.c.

Solución B:

Cloruro Férrico al 29 %........................... 4 c.c.

Agua Destilada......................................... 95 c.c.

Ac. Clorhídrico concentrado.....................1 c.c.

Solución de trabajo:

Solución A más solución B a partes iguales

C) Solución de Biebrich - Acid Fuchsin:

Biebrich Scarlet, acuosa al 1 %...............................90 c.c.

Acid Fuchsin, acuosa al 1 %....................................10 c.c.

Acido Acético Glacial.............................................. 1 c.c.
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D) Solución Acido Fosfomolíbdico-Ácido Fosfotungstico:

Ácido Fosfolíbdico................................................. 5 grs.

Ácido Fosfotúngstico............................................. 5 grs.

Agua Destilada................................................... 200 grs.

E) Solución de Azul de Anilina

Azul de Anilina................................................................... 2.5 grs.

Ácido Acético Glacial.......................................................... 2 c.c.

Agua destilada..................................................................... 100 c.c.

F) Solución de Ácido Acético Glacial

Ácido Acético Glacial.................................................1 c.c.

Agua Destilada........................................................ 100 c.c.

Técnica:

1. Desparafinar en 2 pases de Xilol de 10 minutos cada uno.

2. Hidratar en pases sucesivos de Alcohol Absoluto (5 minutos), alcohol de 96

grados.

3. Lavar en agua corriente (2-3minutos).

4. Solución de Bouin, toda la noche a temperatura ambiente.

5. Lavar en agua corriente hasta que desaparezca el color amarillo.

6. Lavar en agua destilada.
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7. Teñir con Hematoxilina de Weigert durante 10 minutos.

8. Lavar en agua corriente durante 10 minutos.

9. Aclarar en agua destilada.

10. Teñir con Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin durante 2 minutos.

11. Ácido fosfomolíbdico-ácido Fosfotúngstico durante 12 minutos.

12. Teñir con Azul de Anilina (5 minutos).

13. Lavar con agua destilada

14. Solución de Ácido Acético Glacial (3-5 minutos).

15. Deshidratar en alcohol de 90, 96 grados y Absoluto.

16. Aclarar en Carboxilol.

17. Xilol en 2 pases rápidos.

18. Montar en Eukitt.

La observación y toma de fotografías se efectuó en microscopio óptico Opthi-

phot con lentes de distintos aumentos según el caso.

2.8.2 TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRÓNICA

Tras obtener los cortes  con un piramidotono LKB o el Ultramicrotomo LKB,

modelo Ultratomo III, con cuchillas de vidrio de 45 grados de ángulo de orientación, se

utilizaron distintas técnicas para su observación en un Microscopio Electrónico JEOL,

modelo “JEM 100 “ ( Departamento de Anatomía Patológica del Hospital Universitario

de Canarias).
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Solución de Tampón Cacodilato Sódico

Solución Stock

Cacodilato Sódico (0.2 M)........................................................................ 21.4 grs.

Agua Destilada........................................................................................... 500 c.c.

Ácido Clorhídrico 1N.................................................................................3,45 c.c.

Una vez mezcladas tienen que tener un ph de 7,3.

Solución Stock de Ácido Clorhídrico

Ácido Clorhídrico Comercial.......................................................................3,6 c.c.

Completar con Agua Destilada ...........................................................hasta 25 c.c.

De esta solución se toman los 3.45 c.c.

Solución de trabajo de tampón Cacodilato

Solución Stock de Tampón Cacodilato.......................................................... 50 %

Agua Destilada................................................................................................50 %

Esta solución es 0,1 M

Tampón Millonig

Solución A

Fosfato monosódico...................................................................... 2,26 grs.

Agua Destilada................................................................................100 c.c.
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Solución B:

Hidróxido sódico............................................................................2,52 grs.

Agua Destilada................................................................................100 c.c.

Solución C:

Glucosa...........................................................................................5,40 grs.

Agua Destilada................................................................................100 c.c.

SOLUCIÓN D:

Cloruro de Calcio................................................................................. 1 gr.

Agua Destilada................................................................................100 c.c.

Se mezclan 37,35 c.c. de la Solución A, 7,65 c.c. de la Solución B, 5 c.c. de la

Solución C y 0,25 c.c. de la Solución D. El  ph final tiene que ser de 7.3.

Fijador Glutaraldehído

Tampón Millonig.............................................................................. 90 c.c.

Glutaraldehido Comercial.................................................................10 c.c.

Azul de Toluidina para cortes semifinos

Borax......................................................................................................1 gr

Agua Destilada..................................................................................50 c.c.
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Azul de Toluidina................................................................................ 1 gr.

Mezclar bien y añadir poco a poco 50 c.c. de agua destilada.

Resina de inclusión en Microscopía Electrónica

Epitoke (sustitute)....................................................................... 30 c.c.

DDSA............................................................................................27 c.c.

Mezclar bien y agitar 1+2

MNA................................................................................................3 c.c.

BDMA..........................................................................................1,2 c.c.

Resina de trabajo: Mezclar anterior + 3+4

Inclusión en Epón

1. Glutaraldehido (2 horas).

2. Tampón Cacodilato (2 pases de 15 minutos).

3. Tetróxido de Osmio  (1 hora o toda la noche)

4. Agua Destilada (varios pases)

5. Tampón Cacodilato (2 pases de 15 minutos)

6. Alcohol 50 % (15 minutos)

7. Alcohol 75 % (15 minutos)

8. Alcohol 90 % (15 minutos)

9. Alcohol 95 % (15 minutos)
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10. Alcohol 100% (15 minutos)

11. Óxido de Propileno (15 minutos)

12. Oxido de Propileno + Resina EPON (30 minutos)

13. Resina EPON (una hora y al vacío).

14. Hacer los bloques

15. Colocar en Estufa a 65 grados centígrados(20 horas)

Los pases 1 hasta 12 se realizan en agitador.

Preparación del Tetróxido de Osmio

Se Disuelve una ampolla de tetróxido de Osmio (500 mgrs.) en 50 c.c. de tam-

pón Cacodilato 0,1 M (la ampolla se rompe dentro de un frasco opaco y cerrado).

Preparación de contrastes para cortes ultrafinos:

Solución de acetato de uranil-magnesio

Acetato de uranil-magnesio............................................. 7,5 grs.

Agua Destilada................................................................. 100 c.c.

Solución de Citrato de plomo

Nitrato de Plomo............................................................... 1,33 grs.

Citrato de sodio................................................................. 1,76 grs.

Disolvemos el nitrato de plomo en el agua destilada y añadimos el nitrato sódi-
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co. Agitar enérgicamente 1 minuto, repitiendo la operación cada 5 minutos, durante

media hora. Una vez hecha esta preparación, añadimos 8 c.c. de solución 1N de Hidró-

xido Sódico. Movemos circularmente de manera suave, hasta obtener una solución

transparente. Añadir agua destilada, hasta alcanzar un volumen total de 50 c.c.

3.9. EVALUACIÓN DE RESULTADOS

3.9.1 MANEJO DE DATOS

Los datos obtenidos en la necropsia fueron recogidos y anotados en una hoja del

programa Excel de Microsoft, versión 5.0;  indicando para cada animal de estudio las

dimensiones tumorales obtenidas. Las características del programa permiten su posterior

tratamiento matemático en cuanto a cálculos (volumen, medias...).

El  volumen se obtuvo aplicando la fórmula del elipsoide de semiejes 185

Dónde “V” corresponde al volumen tumoral alcanzado a los 14 días, “x “ es  la

medida en milímetros que indica la longitud alcanzada por el tumor, “y “sería el ancho

en milímetros, “z” la altura en milímetros de la muestra tumoral.

3.9.2 MANEJO ESTADÍSTICO

Dada la naturaleza y número de grupos de estudios, utilizamos el análisis de

varianza  (ANVA) como procedimiento de comparación múltiple; para ello utilizamos

los datos obtenidos con el programa Excel 5.0, en cuanto a volumen, media y desvia-

   V= 4/3 ð X *Y * Z
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ción estándar y los anotamos en una hoja de tratamiento estadístico del programa SPSS

7.5 para Windows.

El análisis de la varianza (ANVA)  protege al investigador contra el error de “in-

flación ” aportándonos el dato inicial de si hay una diferencia cualquiera entre las me-

dias de todos los grupos; si la respuesta es positiva podremos realizar combinaciones

entre pares o combinaciones de grupos a posteriori,  eligiendo en nuestro estudio expe-

rimental el procedimiento de Scheffe.

Cuando fue precisa la comparación entre dos muestras independientes realiza-

mos el estudio estadístico utilizando T-Student.

Se ha elegido en todo momento un nivel de significación de α = 0,05, es decir

del 5 %, equivalente a un nivel de confianza de γ =95% (γ = 1-α).



4 RESULTADOS
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4.1 HALLAZGOS MACROSCOPICOS:

4.1.1 LECHO

4.1.1.1 Series control:

    4.1.1.1.1 Serie control de tumor sólido

Las características macroscópicas vienen definidas por un crecimiento neoplási-

co sólido pigmentado de color oscuro, con áreas necróticas. La masa tumoral   infiltra

entre los  músculos adyacentes, en ocasiones  hasta alcanzar periostio sin signos ma-

croscópicos de infiltración; asimismo, el crecimiento tumoral se produce en torno  al

paquete vasculonervioso, sin infiltrarlo. Es evidente la formación de neovasos que ro-

dean y penetran la masa tumoral (figura 6).

El crecimiento neoplásico alcanzó un volumen que osciló entre 419 y 864 milí-

metros, con una media de 708 milímetros cúbicos.

En la tabla siguiente vienen recogidos los datos en milímetros de las dimensio-

nes (largo, ancho, alto) del tumor encontrado, así como el volumen (en milímetros cúbi-

cos) alcanzado en cada animal, así como la media y Desviación Estándar de la serie.

LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 138 12 10 8 503
RATON 139 15 11 10 864
RATON 140 15 10 10 785 MEDIA
RATON 141 10 10 8 419 708
RATON 142 16 10 10 838
RATON 143 14 10 10 733 DESV.STA.
RATON 144 15 10 10 785 166
RATON 145 12 10 8 503
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RATON 146 16 11 9 829
RATON 147 13 12 10 817

Figura 6: Muestras del crecimiento neoplásico en animales control, apréciense las fre-

cuentes áreas de necrosis, así como la evidente neovascularización.
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4.1.1.1.2 Serie control de suspensión celular

Las características macroscópicas encontradas fueron similares a las de la serie

control de tumor sólido, por lo que únicamente nos referiremos a los datos del volumen

alcanzado, que osciló entre 785 y 1089 milímetros cúbicos, con una media de 895 (ver

tabla adjunta).

LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 155 14 12 10 880
RATON 156 16 13 10 1089
RATON 157 16 13 10 1089
RATON 158 15 10 10 785 MEDIA
RATON 159 14 12 10 880 895
RATON 160 14 13 10 952
RATON 161 15 12 10 942 DESV. ST.
RATON 162 15 13 10 1021 117
RATON 192 15 10 10 785
RATON 193 15 11 11 950

4.1.1.2 Series experimentales

 4.1.1.2.1 Subgrupo IA ( implante de un milímetro cúbico de tumor

sólido no irradiado  en lecho irradiado, intervalo entre irradiación e implante inferior

a 24 horas)
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A los catorce días tras la irradiación de la pata posterior derecha del ratón se po-

ne de manifiesto los efectos agudos de la radiación a dicho nivel, consistentes en edema,

depilación completa  y dermitis grado III con áreas ulceradas; dichos signos quedan

bien delimitados hasta la raíz de la pata, donde se localiza la zona de protección bajo la

carcaza plomada (figura 7). El crecimiento tumoral sobre lecho irradiado es macroscó-

picamente evidente (figura 7), con características similares de la tumoración a las des-

critas en las series control pero  con una diferencia  notable  en cuanto al volumen al-

canzado respecto a las mismas (figura 8). Asimismo se pone de manifiesto la existencia

de grandes vasos que rodean y penetran a la neoplasia. El volumen tumoral alcanzado

osciló entre 99  y 314 milímetros  cúbicos, con una media de 176  (ver tabla adjunta)

SERIE IA LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 4 10 9,6 4 251
RATON 8 7 7 3 99 MEDIA
RATON 9 10 7 4 147 176
RATON 10 8 7 5 147
RATON 24 9 7 3,5 115 DESV.ST.
RATON 28 10 8 5 209 72
RATON 33 8 6 5 126
RATON 34 10 10 6 314
RATON 35 8 7 4 117
RATON 70 10 9 5 235

4.1.1.2.2 Subgrupo IB (implante de un milímetro cúbico de tumor

sólido no irradiado en lecho irradiado, intervalo entre irradiación del lecho e implante

de 7 días)
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Los hallazgos microscópicos son similares a los descritos en la serie IA, por lo

que únicamente nos referiremos a los aspectos diferenciales. Los signos de dermitis

grado III son evidentes y se aprecia un mayor grado de necrosis en las zonas acras. Se

Figura 7: Se observan con claridad los signos de dermitis y depilación de la pa-

ta, en pleno lecho irradiado puede verse el crecimiento del melanoma implantado así

como la presencia de neovasos.
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Figura 8: Se observa claramente la diferencia en cuanto al tamaño tumoral alcanzado

por el melanoma implantado en animales  control  frente al lecho irradiado (efecto lecho

tumoral)
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observan  signos de retracción de la pata. En cuanto al volumen obtenido éste varió en-

tre 88 y 418 milímetros cúbicos, con una media de 188  (ver tabla)

SERIE IB LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 5 7 6 4 88
RATON 6 11 9 6 311 MEDIA
RATON 13 11 8 3 138 188
RATON 17 11 7 4 162
RATON 18 10 7 4 147 DESV.ST.
RATON 23 8 7 3,5 103 117
RATON 26 6 5 4 63
RATON 80 11 8 3 138
RATPN 164 10 10 8 418
RATON 165 11 9 6 311

4.1.1.2.3  Subgrupo IIA (implante de 1 milímetro de tumor sólido

irradiado en lecho no radiada, intervalo menor de 24 horas entre irradiación e im-

plante). 

Macroscópicamente a los catorce días no se encontró crecimiento tumoral pal-

pable, con integridad cutánea en todos los casos. Al realizar la necropsia se puso de ma-

nifiesto la existencia de fragmentos milimétricos con pigmentación negruzca, que se

disponían a lo largo del paquete vasculo-nervioso (foto 9), en algunos casos con aspecto

de diseminación en sábana, dando un aspecto moteado en la zona de implante. Dicho

material fue recogido y englobado en conjunto como muestra tumoral obtenida,   osci-
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lando el volumen tumoral obtenido entre 0,50 y 1 milímetro cúbico, con una media de

0,90  (ver tabla adjunta).

Figura 9: A los catorce días tras implante del tumor sólido irradiado se obtenían frag-

mentos milimétricos, en ocasiones dispuestos como un punteado “en sábana” y gene-

ralmente en situación yuxta-perineural. Apréciese el pelaje del animal. Respetado, señal

inequívoca de que el lecho no fue irradiado.
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SERIE II A LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 73 1 1 1 0,50
RATON 74 1 1 1 0,50
RATON 75 2 1 1 1
RATON 76 2 1 1 1 MEDIA
RATON 81 1 1 1 0,50 0,9
RATON 82 2 1 1 1
RATON 83 2 1 1 1 DESV. ST.
RATON 84 2 1 1 1 0,25
RATON 85 2 1 1 1
RATON 86 1,5 1 1 0,8

4.1.1.2.4. Subgrupo IIB (implante de un milímetro cúbico de tumor

sólido irradiado en lecho no irradiado, intervalo entre irradiación e implante de 7 dí-

as).

Los hallazgos macroscópicos son similares a los obtenidos en la Serie IIA. En

esta serie el volumen tumoral obtenido osciló entre 0,10 y 0,50 milímetros cúbicos, con

una media de 0,30 (ver tabla adjunta).

SERIE IIB LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 194 1 1 0,5 0,3
RATON 195 1 1 0,5 0,3
RATON 196 1 1 1 0,5
RATON 197 1 1 0,5 0,3 MEDIA
RATON 198 1 0,5 0,5 0,1 0,3
RATON 199 1 1 0,5 0,3
RATON 200 1 1 0,5 0,3 DESV. ST.
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RATON 201 1 1 0,5 0,5 0,14
RATON 202 1 0,5 0,5 0,1
RATON 204 1 1 0,5 0,3

4.1.1.2.5. Subgrupo IIIA (Implante de un milímetro cúbico de tu-

mor sólido irradiado en lecho irradiado, intervalo entre irradiación e implante inferior

a 24 horas)

 En todos los animales se objetivó la existencia de dermitis grado III bien limita-

da a la pata posterior derecha, con las características ya señaladas en el apartado 4.1.3.

Los hallazgos de crecimiento neoplásico fueron similares a los descritos en el apartado

4.1.5 (figura 10) encontrando fragmentos milimétricos oscuros que recogidos aportaban

un volumen medio de 0,7 milímetros cúbicos, con valores que oscilaban entre 0,5 y 1

milímetro cúbico (ver tabla adjunta).

SERIE IIIA LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 130 1 1 1 0,5
RATON 131 1 1 1 0,5
RATON 132 1 1 1 0,5 MEDIA
RATON 133 1,5 1,5 1 1,1 0,7
RATON 134 1 1 1 0,5
RATON 135 2 1 1 1 DESV. ST.
RATON 136 1,5 1 1 0,8 0,26
RATON 174 1 1 1 0,5
RATON 175 1 1 1 0,5
RATON 176 1 1 1 0,5

4.1.1.2.6. Subgrupo IIIB(Implante de un milímetro cúbico de tumor

sólido irradiado en lecho irradiado, intervalo entre irradiación e implante de 7 días).
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Los hallazgos macroscópicos fueron similares  a los descritos para la serie IIIA,

con un volumen tumoral alcanzado que osciló entre 0,06 y 0,5 milímetros cúbicos  y

una media de 0,2 (ver tabla adjunta)

Figura 10: Se aprecia la depilación del lecho y la presencia de fragmentos milimétricos

de melanoma, en situación perineural, puede observarse asimismo el moteado oscuro en

áreas del lecho receptor.
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SERIE IIIB LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 77 1 1 1 0,5
RATON 78 1 1 0,5 0,3
RATON 105 1 1 0,5 0,3
RATON 106 0,5 0,5 0,5 0,06 MEDIA
RATON 107 0,5 0,5 0,5 0,06 0,2
RATON 108 0,5 0,5 0,5 0,06
RATON 110 1 0,5 0,5 0,1 DESV. ST.
RATON 111 1 0,5 0,5 0,1 0,18
RATON 112 0,5 0,5 0,5 0,06
RATON 166 1 1 1 0,5

4.1.1.2.7 Subgrupo IVA (Implante de melanoma, como suspensión

celular no irradiada, en lecho irradiado; intervalo entre irradiación del lecho e im-

plante inferior a 24 horas)

Los  hallazgos macroscópicos son idénticos a los obtenidos en la serie IA apre-

ciándose los signos de radiodermitis y la existencia de una neoplasia creciendo en pleno

lecho irradiado y evidentes signos de neovascularización. El crecimiento tumoral es

inferior al obtenido en la serie control (figura 11),  oscilando entre 101 y 524 milímetros

cúbicos, con una media de 378 (ver tabla).

SERIE IVA LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 27 10 10 10 524
RATON 29 7 7 7 180
RATON 36 8 6 4 101
RATON 37 8 8 5 168 MEDIA
RATON 42 10 10 10 524 378
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RATON 43 10 10 10 524
RATON 44 10 10 10 524 DESV. ST.
RATON 45 10 10 10 524 190
RATON 46 10 10 10 524
RATON 48 8 6 5 188

Figura 11: Muestra el dispar crecimiento de la suspensión celular de melanoma en ani-

males control frente a la alcanzada tras irradiación del lecho y posterior implante de la

suspensión celular (efecto lecho tumoral). Obsérvese la semejanza  al implante de tumor

sólido (figura 8).
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4.1.1.2.8. Subgrupo IVB (implante en número equivalente a un mi-

límetro cúbico de melanoma como suspensión celular no irradiada, en lecho irradiado;

intervalo entre irradiación del lecho e implante de 7 días).

Los hallazgos macroscópicos son similares a los obtenidos en la serie IB, con

existencia de crecimiento tumoral evidente en pleno lecho irradiado; éste aparece con

signos de dermitis grado III, con zonas necróticas y esfacelos (figura 12); se adivina en

algunos animales signos de retracción de las zonas acras.

 El volumen tumoral osciló entre 105 y .377 milímetros cúbicos, con una media

de 180 milímetros cúbicos(ver tabla)

SERIE IVB LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 72 10 8 7 293
RATON 79 10 9 8 377
RATON 117 10 5 4 105
RATON 118 10 8 8 335 MEDIA
RATON 148 7 7 7 180 180
RATON 149 8 6 6 151
RATON 151 7 7 6 154 DESV. ST.
RATON 152 7 7 6 154 68
RATON 153 7 7 7 180
RATON 154 7 7 7 180

4.1.1.2.9 Subgrupo VA (implante en lecho no irradiado de un número

equivalente a un milímetro cúbico de melanoma como suspensión celular irradiada,

intervalo entre irradiación e implante inferior a 24 horas).
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Los datos obtenidos son similares a los descritos para las series IIA y IIB, sin

detectarse en ninguno de los animales nódulo tumoral palpable; al realizar la necropsia
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Figura 12:  Depilación y necrosis, así como el crecimiento de la suspensión de mela-

noma en pleno lecho irradiado

se visualizaba en la zona del lecho de implante la existencia de pequeños fragmentos de

pigmentación pardo-negruzca que en conjunto aportaban un volumen medio de 1,2 mi-

límetros cúbicos, oscilando entre un mínimo de 0,2 y un máximo de 2,10 milímetros

cúbicos (ver tabla)

SERIE VA LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 56 1,5 1,5 1 1,2
RATON 57 2 2 0,5 1
RATON 63 2 2 0,5 1
RATON 64 2 2 0,5 1 MEDIA
RATON 65 1,5 1,5 0,5 0,6 1,2
RATON 66 1 1 0,5 0,2
RATON 67 1,5 1,5 1,5 1,8 DESV.ST.
RATON 68 1,5 1,5 1 1,2 0,6
RATON 92 2 2 1 2,1
RATON 94 2 2 1 2,1

4.1.1.2.10 Subgrupo VB (implante en lecho no irradiado de un nú-

mero equivalente a un milímetro cúbico de melanoma como suspensión celular irradia-

da, intervalo entre irradiación e implante de 7 días)
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Los hallazgos macroscópicos obtenidos fueron similares a  los descritos en las

series IIA, IIB y VA. En cuanto al volumen tumoral observado este osciló entre 0,10 y

0,50 milímetros cúbicos; con una media de 0,3 (ver tabla)

SERIE VB LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 205 1 1 0,5 0,3
RATON 206 1 1 0,5 0,3
RATON 207 1 0,5 0,5 0,1
RATON 208 1 1 0,5 0,3 MEDIA
RATON 209 1 0,5 0,5 0,1 0,3
RATON 210 1 1 1 0,5
RATON 211 1 0,5 0,5 0,1 DESV. ST.
RATON 212 1 1 1 0,5 0,17
RATON 213 1 0,5 0,5 0,1
RATON 214 1 1 1 0,5

4.1.1.2.11 Subgrupo VIA (Implante en lecho irradiado de un núme-

ro equivalente a un milímetro cúbico de tumor sólido como suspensión celular irradia-

da; intervalo entre irradiación e implante inferior a 24 horas)

Los datos macroscópicos obtenidos fueron similares a los descritos en la serie

IIIA, apreciándose signos de irradiación del lecho y la existencia de mínimos fragmen-

tos pardo-negruzcos que en conjunto alcanzaban un volumen que osciló entre 0,1 y 0,5

milímetros cúbicos, con una media de 0,3 milímetros cúbicos (ver tabla)
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SERIE VIA LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 52 1 1 1 0,5
RATON 53 1 1 0,5 0,3
RATON 54 1 1 0,5 0,3
RATON 55 1 1 0,5 0,3 MEDIA
RATON 59 1 1 1 0,5 0,3
RATON 60 1 1 1 0,5
RATON 96 1 0,5 0,5 0,1 DESV.ST.
RATON 98 1 1 0,5 0,3 0,141
RATON 103 1 1 0,5 0,3
RATON 104 1 1 0,5 0,3

4.1.1.2.12 Subgrupo VIB (implante en lecho irradiado de un núme-

ro equivalente a un milímetro cúbico de melanoma, como suspensión celular irradiada;

intervalo entre irradiación e implante de 7 días).

Los datos macroscópicos (figura 12) obtenidos fueron similares a los obtenidos

en la serie IIIB; el volumen tumoral obtenido osciló entre 0,06  y 0,1 milímetros cúbicos

con una media de 0,09 (ver tabla)

SERIE VIB LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 101 1 0,5 0,5 0,1
RATON 102 1 0,5 0,5 0,1
RATON 113 0,5 0,5 0,5 0,06
RATON 114 0,5 0,5 0,5 0,06 MEDIA
RATON 115 0,5 0,5 0,5 0,06 0,09
RATON 116 1 0,5 0,5 0,1
RATON 121 0,5 0,5 0,5 0,06 DESV. ST.
RATON 122 1 0,5 0,5 0,1
RATON 190 1 0,5 0,5 0,1 0,05
RATON 191 0,5 0,5 0,5 0,06
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Figura 13: Resultado obtenido tras implante de suspensión celular irradiada en lecho

irradiado. Apréciense los signos de depilación y la presencia de fragmentos milimétri-

cos de melanoma y depósitos en sábana, fundamentalmente de localización perineural.
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4.1.1.2.13  Serie Especial de seguimiento sobre lecho irradiado

El intervalo entre implante y necropsia fue superior a los catorce días, motivo

por el que estos animales son reseñados aparte, oscilando dicho periodo entre 16 días

(ratón 11) y los 28 días (ratones 21, 22 y 30).

Macroscópicamente se objetivó crecimiento tumoral, con características simila-

res a las  descritas en las series IA, IB, IVA y IVB. El volumen tumoral alcanzado os-

ciló entre 204  y 1320, con una media de 906 milímetros cúbicos (ver tabla).

SERIE NECROPSIA LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 11 IB 16 DIAS 13 6 5 204
RATON 12 IB 18 DAS 13 13 6 531
RATON 19 IVA 28 DIAS 20 14 7 1026 MEDIA
RATON 20 IVB 19 DIAS 15 12 8 754 906
RATON 21 IB 28 DIAS 17 15 10 1335
RATON 22 IB 28 DIAS 15 14 12 1320 DES. ST.
RATON 30 IVB 28 DIAS 15 14 10 1100 441
RATON 31 IVA 25 DIAS 16 13 11 1198
RATON 32 IA 17 DIAS 10 8 6 251
RATON 62 IVB 28 DIAS 16 16 10 1340

El ratón 97 correspondiente al subgrupo VIA (irradiación de la suspensión y el

lecho e implante antes de 24 horas) se dejó evolucio9nar durante 28 días, la necropsia
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reflejó datos de presencia milimétrica similares a los reportados en los otros animales de

la serie sacrificados a los catorce días, sin evidenciarse signos de crecimiento neoplási-

co.

4.1.2 METÁSTASIS LINFATICAS O HEMATÓGENAS

En la tabla adjunta se presenta la relación de los animales en los que al sacrificio se ob-

servó la existencia bien de metástasis linfáticas bien hematógenas.

En todos los  animales de las series control (bien de implante de tumor sólido o de sus-

pensión celular de melanoma) se encontró en la necropsia adenopatías ilíacas homolaterales

afectas por melanoma (figura 14), en el ratón 142 aparecieron también adenopatías mesentéricas

infiltradas por tumor.

A los catorce días, fecha de la necropsia, en ningún animal de las series control  se evi-

denciaron metástasis hematógenas.

En seis de los animales de la serie IVA (irradiación del lecho e implante inmediato de

suspensión celular) se encontraron metástasis ilíacas homolaterales, señalar que fue en estos

animales en  los que mayor crecimiento tumoral se encontró en la necropsia (mayor de 500

milímetros cúbicos); en el resto de los animales en los que se irradió el lecho previo al implante

tumoral (series IA, IB, IVA, IV B) no se evidenciaron metástasis linfáticas. En ninguno de los

animales de las series citadas se apreciaron metástasis hematógenas a los catorce días post-

implante tumoral.
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En cuanto a los resultados obtenidos en la serie Especial (con un seguimiento desde la

irradiación del lecho hasta la necropsia superior a los 14 días) podemos señalar que en ocho

animales se evidenciaron metástasis linfáticas (regionales, abdominales y mediastínicas) y en

seis  ratones encontramos metástasis hematógenas (pulmonares en cuatro, hepáticas en dos,

carcinomatosis peritoneal en uno) (figuras 15 y 16), coincidiendo este dato con aquellos

animales con un mayor tiempo de evolución tumoral sobre lecho irradiado.

Serie Volumen Tiempo Metástasis
Linfáticas

Metástasis
Hematógenas

 Ratón 138 Control t.s. 503 14 días Sí no
Ratón 139 Control t.s. 864 14 días Sí no
Ratón 140 Control t.s. 785 14 días Sí no
Ratón 141 Control t.s. 419 14 días Sí no
Ratón 142 Control t.s. 838 14 días Sí no
Ratón 143 Control t.s. 733 14 días Sí no
Ratón 144 Control t.s. 785 14 días Sí no
Ratón 145 Control t.s. 503 14 días Sí no
Ratón 146 Control t.s. 829 14 días Sí no
Ratón 147 Control t.s. 817 14 días Sí no
Ratón 155 Control s.c. 880 14 días Sí no
Ratón 156 Control s.c. 1089 14 días Sí no
Ratón 157 Control s.c. 1089 14 días Sí no
Ratón 158 Control s.c. 785 14 días Sí no
Ratón 159 Control s.c. 880 14 días Sí no
Ratón 160 Control s.c. 952 14 días Sí no
Ratón 161 Control s.c. 942 14 días Sí no
Ratón 162 Control s.c. 1021 14 días Sí no
Ratón 192 Control s.c. 785 14 días Sí no
Ratón 193 control s.c. 950 14 días Sí no
Ratón 42 IV A 524 14 días Sí no
Ratón 43 IV A 524 14 días Sí no
Ratón 44 IV A 524 14 días Sí no
Ratón 45 IV A 524 14 días Sí no
Ratón 46 IV A 524 14 días Sí no
Ratón 11 Especial 204  16 días No no
Ratón 12 Especial 531 18 días Sí no
Ratón 19 Especial 1026 28 días Sí sí
Ratón 20 Especial 754 19 días Sí no
Ratón 21 Especial 1335 28 días Sí sí
Ratón 22 Especial 1320 28 días Sí sí
Ratón 30 Especial 1100 28 días Sí sí
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Ratón 31 Especial 1198 25 días Sí sí
Ratón 32 Especial 251 17 días No no
Ratón 62 Especial 1340 28 días Sí sí
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Figura 14: Metástasis linfática de melanoma
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Figura 15: Carcinomatosis peritoneal
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Figura 16: Metástasis pulmonares de melanoma

4.2 ANALISIS ESTADISTICO

 4.2.1 VOLUMEN TUMORAL

En el Anexo 4 se recogen las medidas en milímetros cúbicos del volumen alcan-

zado por el melanoma en las distintas series, así como las distintas variables introduci-

das para el análisis estadístico con el programa SPSS para windows.
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Hemos analizado el comportamiento tumoral frente a la irradiación del lecho,

del tumor o de ambos, así como la posible influencia del intervalo temporal o el tipo de

implante tumoral.

 Aplicamos para el estudio estadístico el análisis de la varianza (ANOVA), cuan-

do las comparaciones eran entre tres o más grupos y la T-Student para comparar mues-

tras independientes cuando el número de grupos era de dos. Inicialmente aplicamos

ANOVA con el conjunto de datos para obtener  si existían diferencias significativas

según las diferentes variables establecidas: elemento irradiado, intervalo entre irradia-

ción e implante y tipo de elemento neoplásico implantado.

En la tabla 1 se reflejan los resultados globales que indican que existen diferen-

cias significativas con p< 0.001 cuando analizamos bien la variable “irradiación “, bien

la variable “intervalo temporal”, sin entrar a valorar en que punto se produce la signi-

fcación estadística; para obteneer esta información realizaremos comparaciones a poste-

riori para cada variable.

En referencia a la variable “ tipo de implante tumoral” el resultado de ANOVA

concluye que no hay diferencias significativas (p= 1,000) en cuanto al crecimiento del

implante cuando comparábamos tumor sólido frente a suspensión celular de melanoma

(tabla 2)

Tabla 1
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10993111 3 3664370 341,952 ,000

1457383,1 136 10716,052

12450495 139

38,571 3 12,857 58,286 ,000

30,000 136 ,221

68,571 139

,000 3 ,000 ,000 1,000

35,000 136 ,257

35,000 139

Inter-grupos

Intra-grupos

Total

Inter-grupos

Intra-grupos

Total

Inter-grupos

Intra-grupos

Total

Volumen
tumoral

intervalo
irradiación
implante

tipo de
implante
tumoral

Suma de
cuadrados gl

Media
cuadrática F Sig.

ANOVA

Tabla 2

9506548,5 2 4753274 221,199 ,000

2943946,1 137 21488,657

12450495 139

68,571 2 34,286 58,714 ,000

80,000 137 ,584

148,571 139

,000 2 ,000 ,000 1,000

35,000 137 ,255

35,000 139

Inter-grupos

Intra-grupos

Total

Inter-grupos

Intra-grupos

Total

Inter-grupos

Intra-grupos

Total

Volumen
tumoral

irradiación
lecho-tumor

tipo de
implante
tumoral

Suma de
cuadrados gl

Media
cuadrática F Sig.

ANOVA

4.2.1.1  Elemento irradiado

La comparación de los resultados obtenidos en las distintas series experimenta-

les aporta resultados muy dispares según el elemento irradiado sea el lecho o el tumor.

Así la irradiación del lecho  produce diferencias notables en cuanto al volumen tumoral
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alcanzado frente al de  las series  control, en las que el  volumen tumoral alcanzado os-

ciló entre 419 y 1089 milímetros cúbicos, mientras que cuando se irradiaba el lecho

dicho volumen entre 63 y 524 milímetros cúbicos. Dicha diferencia fue más marcada

cuando comparamos con los resultados obtenidos al irradiar  el implante tumoral  (os-

cilando en estos casos el material negro-parduzco entre 0,10 y 2,10 milímetros cúbicos)

o cuando irradiábamos tumor y lecho (con variación en estos casos entre 0,05 y 1,10

milímetros cúbicos) (tabla 3)

Tabla 3

20 419,00 1089,00 823,60 180,99

40 63,00 524,00 238,23 146,32

40 ,10 2,10 ,66 ,52

40 ,05 1,10 ,30 ,26

Volumen
tumoral

Volumen
tumoral

Volumen
tumoral

Volumen
tumoral

control

irradiación
del lecho

irradiación
del tumor

irradiación
de lecho y
tumor

irradiación
lecho-tumor

Recuento Mínimo Máximo Media
Desviación

típica

Utilizando Análisis de la varianza (ANOVA) obtenemos que existen diferencias

significativas con p<0,001 cuando la variable “elemento irradiado ” era analizado:
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10993111 3 3664370 341,952 ,000

1457383,1 136 10716,052

12450495 139

Inter-grupos

Intra-grupos

Total

Volumen
tumoral

Suma de
cuadrados gl

Media
cuadrática F Sig.

ANOVA

 Dado que ANOVA únicamente nos ha indicado la existencia de diferencias sig-

nificativas sin especificarnos dónde se producen, procedimos a realizar  comparaciones

a posteriori del Análisis de la Varianza mediante el método de Scheffe (tabla 4) obte-

niendo los siguientes resultados :

1) La irradiación del lecho (series I y IV), del tumor (series II y V) o de am-

bos (series III y VI) frente a las series control produce diferencias significativas

en cuanto al volumen tumoral alcanzado con p<0,001.

2)  La irradiación bien del tumor o bien del lecho y el tumor produce dife-

rencias significativas frente a la irradiación exclusiva del lecho con p<0,001.

3)  La irradiación del tumor frente a la irradiación del lecho y tumor no con-

diciona  diferencias significativas con p=1,000

Tabla 4
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Variable dependiente: Volumen tumoral

Scheffé

585,3750* 28,350 ,000 505,1222 665,6278

822,9395* 28,350 ,000 742,6867 903,1923

823,2953* 28,350 ,000 743,0425 903,5480

-585,3750* 28,350 ,000 -665,6278 -505,1222

237,5645* 23,147 ,000 172,0384 303,0906

237,9203* 23,147 ,000 172,3941 303,4464

-822,9395* 28,350 ,000 -903,1923 -742,6867

-237,5645* 23,147 ,000 -303,0906 -172,0384

,3558 23,147 1,000 -65,1704 65,8819

-823,2953* 28,350 ,000 -903,5480 -743,0425

-237,9203* 23,147 ,000 -303,4464 -172,3941

-,3558 23,147 1,000 -65,8819 65,1704

(J)
irradiación
lecho-tumor
irradiación
del lecho

irradiación
del tumor

irradiación
de lecho y
tumor

control

irradiación
del tumor

irradiación
de lecho y
tumor

control

irradiación
del lecho

irradiación
de lecho y
tumor

control

irradiación
del lecho

irradiación
del tumor

(I)
irradiación
lecho-tumor
control

irradiación
del lecho

irradiación
del tumor

irradiación
de lecho y
tumor

Diferencia
de

medias
(I-J)

Error
típico Sig.

Límite
inferior

Límite
superior

Intervalo de confianza
al 95%

Comparaciones múltiples

La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.*. 

4.2.1.2.Intervalo temporal
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El análisis descriptivo (tabla 5) nos refleja una importante variación del volumen

tumoral alcanzado frente a las series control de las series que recibieron irradiación y

por lo tanto que se distribuyeron según intervalo temporal en implante inmediato tras

irradiación (series A) o tras una semana (series B).

La comparación del volumen alcanzado a los catorce días tras implante tumoral

según la variable temporal nos aporta datos muy homogéneos, oscilando el volumen

tumoral alcanzado en las series A entre 0,10 y 524 milímetros cúbicos con una media de

92,86 milímetros cúbicos y en las series B entre 0,05 y 418 milímetros cúbicos, con una

media de 66,60 milímetros cúbicos.

Tabla 5

20 419,00 1089,00 823,60 180,99

60 ,10 524,00 92,86 164,30

60 ,05 418,00 66,60 111,15

Volumen
tumoral

Volumen
tumoral

Volumen
tumoral

no
irradiación

implante
inmediato

intervalo
de 7 días

intervalo
irradiación
implante

Recuento Mínimo Máximo Media
Desviación

típica

El análisis estadístico de la influencia de la variable “temporal” sobre el volu-

men tumoral alcanzado, utilizando ANOVA resulta estadísticamente significativo con

p<0,001.
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9506548,5 2 4753274 221,199 ,000

2943946,1 137 21488,657

12450495 139

Inter-grupos

Intra-grupos

Total

Volumen
tumoral

Suma de
cuadrados gl

Media
cuadrática F Sig.

ANOVA

Utilizando el método de Scheffe del Análisis de la Varianza  (tabla 6) para com-

paraciones a posteriori obtenemos:

1) Cuando comparamos los resultados obtenidos al realizar el implante tumoral

bien inmediatamente tras irradiación (series A) o tras una semana (series B)

frente a las series control se obtiene que existen diferencias significativas con

p<0,001.

2) La comparación de la influencia temporal sobre el volumen tumoral alcanza-

do (series A o implante inmediato frente a las series B o implante diferido

tras siete días) no resulta estadísticamente significativa p=0,619 (>0,05).
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Tabla 6

Variable dependiente: Volumen tumoral

Scheffé

730,7430* 37,849 ,000 637,0750 824,4110

756,9968* 37,849 ,000 663,3289 850,6648

-730,7430* 37,849 ,000 -824,4110 -637,0750

26,2538 26,764 ,619 -39,9794 92,4871

-756,9968* 37,849 ,000 -850,6648 -663,3289

-26,2538 26,764 ,619 -92,4871 39,9794

(J)
intervalo
irradiación
implante
implante
inmediato

intervalo
de 7 días

no
irradiación

intervalo
de 7 días

no
irradiación

implante
inmediato

(I)
intervalo
irradiación
implante
no
irradiación

implante
inmediato

intervalo
de 7 días

Diferencia
de

medias
(I-J)

Error
típico Sig.

Límite
inferior

Límite
superior

Intervalo de confianza
al 95%

Comparaciones múltiples

La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.*. 

4.2.1.3 Tipo de implante

El análisis descriptivo de los resultados obtenidos (tabla 7) según el tipo de im-

plante tumoral refleja valores similares en cuanto al volumen tumoral alcanzado, osci-

lando el mismo entre 0,05 y 864 milímetros cúbicos, con una media de 153,35 milíme-

tros cúbicos cuando el implante era de tumor sólido y entre 0,06 y 1089 milímetros cú-

bicos, con una media de 218,65 milímetros cúbicos cuando se implantaba suspensión

celular de melanoma.
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Tabla 7

70 ,05 864,00 153,35 253,71

70 ,06 1089,00 218,65 337,51

Volumen
tumoral

Volumen
tumoral

tumor
sólido

suspensión
celular

tipo de
implante
tumoral

Recuento Mínimo Máximo Media
Desviación

típica

El análisis de la varianza (ANOVA) nos indica que la variable "tipo de implante

tumoral" no es estadísticamente significativa con relación al volumen tumoral alcanzado

a los catorce días con un valor de p= 1,000 (ver tablas 1 y 2). Dado que la comparación

se realiza entre dos grupos (tumor sólido frente a suspensión celular de melanoma) y

ANOVA puede no ser correcto realizamos también la comparación con la prueba T-

Student para dos muestras independientes. En ambos casos obtenemos que la variable

"tipo de implante tumoral" no produce diferencias significativas con relación al volu-

men tumoral alcanzado con p=0,198 (tablas 8 y 9).

Tabla 8

149245,11 1 149245,1 1,674 ,198

12301249 138 89139,489

12450495 139

Inter-grupos

Intra-grupos

Total

Volumen
tumoral

Suma de
cuadrados gl

Media
cuadrática F Sig.

ANOVA
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tabla 9

7,912 ,006 -1,292 138 ,198 -65,7892 50,9027-166,4392 34,8608

-1,292 127,547 ,199 -65,7892 50,9027-166,5122 34,9338

Se han
asumido
varianzas
iguales

No se
han
asumido
varianzas
iguales

volumen
calculado
según
fórmula

F Sig.

Prueba de Levene
para la igualdad de

varianzas

t gl
Sig.

(bilateral)

Diferencia
de

medias

Error típ
de la

diferencia Inferior Superior

Intervalo de confianza
para la media

Prueba T para la igualdad de medias

Prueba de muestras independientes

4.3. HALLAZGOS  MICROSCOPICOS

4.3.1 SERIES CONTROL



120

4.3.1.1. Serie Control de tumor sólido

Las características microscópicas vienen definidas por una proliferación celular

sólida, con áreas de necrosis. Dicha proliferación infiltra entre las fibras musculares

estriadas de los músculos adyacentes y en torno a estructuras nerviosas. En general, las

masas neoplásicas están constituidas por células poligonales que poseen núcleos volu-

minosos con nucleolos prominentes (figura 17). Los citoplasmas son también amplios,

claros o eosinófilos y presentan variable cantidad de pigmento, dependiendo del área

examinada. Incluso es posible observar regiones donde se distingue alternancia de cé-

lulas melanóticas y amelanóticas (figuras 17 y 18). Los hechos previamente expuestos

se observan con nitidez en cortes semifinos. Efectivamente, las células neoplásicas apa-

recen bien delimitadas, distinguiéndose en los núcleos uno ó, por lo general, varios nu-

cleolos de diferente tamaño (figuras 19 y 20). La cromatina suele estar en su mayor

parte desespiralizada y los límites nucleares son esféricos o presentan algunas escotadu-

ras (figura 21). Los citoplasmas, amplios y con algunas microvacuolas (figuras 19 y 21),

poseen melanosomas que, como se ha dicho, aparecen en un número variable. Con fre-

cuencia se disponen en la periferia del citoplasma, presentándose como un punteado

delimitante del mismo (figuras 20, 21 y 22). No obstante, hemos observado células en

las que los melanosomas están en una cantidad elevada, distribuidos por todo el cito-

plasma y por las prolongaciones celulares (figura 20). Las mitosis son muy prominen-

tes, poniéndose de manifiesto los cromosomas con gran nitidez (figuras 23,24). En las

áreas donde las células neoplásicas infiltran el  músculo
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Figuras 17 y 18: Imágenes en microscopía óptica (Hematoxilina-Eosina) en las que se

aprecia una proliferación celular sólida constituida por células poligonales de núcleos

voluminosos y nucleolos prominentes. Es posible observar áreas con células melanóti-

cas entremezcladas con otras amelanóticas. Se observan vasos de distinto calibre.
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Figuras 19 y 20:  Detalles en cortes semifinos en los que se distinguen claramente las

células neoplásicas. Se aprecian con frecuencia en sus núcleos varios nucleolos de dife-

rente tamaño.
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Figura 21: Area perteneciente al tejido neoplásico observada en un corte semifinos. Se

distinguen como el núcleo que centra la imagen muestra profundas escotaduras y su

cromatina, al igual que el resto de los núcleos, aparece desespiralizada; llama la aten-

ción en el citoplasma celular la existencia de abundantes microvacuolas.

Figura 22: Area neoplásica en la que se aprecian abundantes melanosomas en la perife-

ria de las células tumorales. Se observa una figura de mitosis en una de las células pró-

xima a fibras musculares estriadas.
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Figuras 23 y 24: Distintos territorios constituidos por células tumorales en las que se

aprecia una intensa actividad mitótica. Apréciense la morfología de los cromosomas en

algunas de estas mitosis.
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 esquelético, las células musculares muestran considerables modificaciones, con altera-

ciones de los núcleos y pérdida más o menos acentuada de la normal estriación. Es lla-

mativo observar cómo las células neoplásicas entran en íntimo contacto con dichas es-

tructuras musculares.

Ultraestructuralmente se ponen de manifiesto los hechos previamente expuestos.

Un dato de valor en la identificación precisa de las células viene dado por la demostra-

ción de melanosomas  o pre-melanosomas en algunas aparentemente amelanóticas con

microscopía óptica. Además de los   melanosomas o pre-melanosomas, en los citoplas-

mas celulares se distinguen   abundantes polirribosomas libres y algunas cisternas de

retículo endoplásmico rugoso (figura 25). Se identifican también uniones de refuerzo

entre  membranas de células adyacentes. Asimismo resalta la diferente densidad que

puede adquirir el hialoplasma celular en los elementos neoplásicos (figura 25). La cro-

matina en su mayor parte aparece desespiralizada, observándose pequeños grumos de

heterocromatina debajo de la doble membrana nuclear (figuras 25 y 26). Los cromoso-

mas se evidencian con gran nitidez en los cortes ultrafinos (figura 27), conservándose

durante la fase divisional algunos de los gránulos correspondientes a melanosomas y

pre-melanosomas. La ultraestructura permite también diferenciar con nitidez las células

melánicas de los macrófagos, distinguiéndose en éstos últimos lisosomas secundarios

que engloban agregados de melanosomas. Los macrófagos pueden también incorporar

restos celulares (figura 28).

En el estroma hay variable vascularización, evidenciándose  vasos de distinto

calibre (figuras 17,18 y 29)  revestidos por endotelio aplanado y con relativa frecuencia

congestivos. Las células neoplásicas se disponen en íntima vecindad a los elementos
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Figura 25: Imagen ultraestructural en la que se distinguen varios elementos celulares de

diferente densidad, estrechamente unidos entre sí, muestran en su citoplasma melano-

somas y pre-melanosomas, así como polirribosomas libres y cisternas de retículo endo-

plásmico rugoso.

Figura 26: Visión ultraestructural de dos  células neoplásicas cuyos núcleos muestran la

cromatina  desespiralizada salvo pequeños acúmulos localizados bajo la membrana nu-

clear. Se distinguen claramente los nucleolos.
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Figura 27: Visión ultraestructural de una célula neoplásica en mitosis. Se evidencian

con nitidez los cromosomas, así como algunos gránulos correspondientes a melanoso-

mas y pre-melanosomas

Figura 28: Imagen en corte ultrafino perteneciente a un macrófago, cuyo citoplasma

aparece parcialmente ocupado por lisosomas secundarios englobando melanosomas y

restos celulares.
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Figura 29: Area neoplásica en la que se distinguen un vaso sanguíneo congestivo, re-

vestido por endotelio aplanado; se observa que los elementos neoplásicos se disponen

en íntima vecindad a las paredes vasculares.
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endoteliales. En el estroma  se observa también  un infiltrado inflamatorio, constituido

por linfocitos, macrófagos y algunos leucocitos polimorfonucleares. Muchos de los ma-

crófagos corresponden a melanófagos, los cuales poseen abundantes gránulos meláni-

cos, correspondientes a lisosomas que han incorporado melanosomas liberados a partir

de las células neoplásicas. Existen áreas necrobióticas, en las que los núcleos se hacen

picnóticos, mientras que los límites celulares son imprecisos (figura 30). Las zonas de

necrosis varían en amplitud, apareciendo con restos celulares, en los que no se reconoce

la estructura primitiva. Con relativa frecuencia hemos observado áreas neoplásicas peri-

vasculares conservadas, rodeadas por espacios necróticos, existiendo  clara relación de

la necrosis con su lejanía de los vasos sanguíneos (figura 31). La infiltración de los fas-

cículos musculares estriados se observa con mayor frecuencia en las áreas periféricas de

la neoformación. Aunque puede existir un “ frente delimitante” entre la neoplasia y los

fascículos de células musculares estriadas (figura 32), en general este límite es infil-

trante, de manera que se observan fibras o células musculares que van quedando englo-

badas entre las células neoplásicas (figuras 33 y 34).

El crecimiento en torno a los filetes nerviosos raramente se introduce por los

espacios perineurales, aunque las células neoplásicas quedan en íntimo contacto con el

epi-perinero (figura 35).

4.3.1.2. Serie control de suspensión celular

Las células neoplásicas de la suspensión celular fueron estudiadas bajo micros-

copía óptica y electrónica antes de su administración. En general aparecen como ele-

mentos bien delimitados, con núcleos ovoides, levemente escotados y con cromatina
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Figura 30: Zona de la neoplasia que muestra signos de necrobiosis. Aparecen núcleos

picnóticos y límites celulares imprecisos. Los vasos sanguíneos presentes se muestran

dilatados y congestivos.

Figura 31:  Area tumoral en la que llama la atención la presencia de elementos celulares

neoplásicos conservados, en vecindad a un vaso sanguíneo. Las zonas alejadas del vaso

muestran claros signos de necrosis.
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Figura 32: Territorio limítrofe entre tejido neoplásico y fibras musculares estriadas, que

aparecen en la imagen cortadas transversal y oblicuamente.
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Figuras 33 y 34: Distintas áreas en las que se demuestra el carácter infiltrante de las

células neoplásicas. Nótense la existencia de células musculares estriadas aisladas en-

globadas entre las células tumorales (figura H).
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Figura 35: Detalle de un filete nervioso dispuesto entre células del melanoma. Se dis-

tingue la estrecha relación de éstas con el epi-perineuro.
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en gran parte desespiralizada. Estas células suelen poseer nucleolos prominentes (figu-

ras 36 y 37). El número de melanosomas varía considerablemente, siendo posible poner

de manifiesto con microscopía electrónica la presencia de melanosomas y pre-

melanosomas en células aparentemente amelanóticas con microscopía óptica (figuras 36

y 37).

La proporción de organelas es moderada, con abundantes polirribosomas libres,

algunas cisternas de retículo endoplásmico rugoso, uno o varios dictiosomas de peque-

ñas dimensiones, variable número de filamentos y algunas vacuolas y mitocondrias

elongadas o de configuración circular al corte, dotadas de crestas transversales.

Un hecho importante y a destacar es que en el cultivo celular se demostró úni-

camente la presencia de células melánicas, no observándose la existencia de elementos

endoteliales o de otra naturaleza.

Una vez  inoculadas  las  células, el  estudio  de  las  masas  tumorales  permite

demostrar el  crecimiento  de una población  celular  sólida  (figuras 38, 39 y 40)  con

variable  pigmentación  citoplásmica y  focos de  necrosis,  así  como  una  alta  tasa

divisional. En  el  estudio  ultraestructural  de  dichas  células  se  demuestra  variable

 proporción de melanosomas y pre-melanosomas que permiten  el diagnóstico aún en

zonas amelanóticas (figuras 41 y 42). Se sigue poniendo de manifiesto la existencia de

mitocondrias con crestas transversales, cisternas aisladas de retículo endoplásmico ru-

goso, uniones intercelulares, Aparato de Golgi moderadamente desarrollado, así como

núcleos con elevada proporción de cromatina desespiralizada y nucleolos prominentes.

Constatamos también, al igual que en la serie de control con implante de tumor sólido
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Figuras 36 y 37: Imágenes ultraestructurales de células neoplásicas en cultivo. Se ob-

serva como su núcleo es ovoide con ligeras escotaduras y cromatina en gran parte de-

sespiralizada. Son evidentes en el citoplasma abundantes mitocondrias y algunas cister-

nas de retículo endoplásmico rugoso, así como algunos melanosomas.
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Figura 38

Figuras 38,39 y 40: Distintos territorios en los que se distingue una alta tasa divisional

entre células con variable pigmentación citoplasmática. Las áreas hipercelulares coe-

xisten con focos de necrosis.
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Figuras 41 y 42: Distintas visiones parciales de células neoplásicas, llaman la atención

la existencia en la membrana nuclear de abundantes invaginaciones que en ocasiones

originan imágenes caprichosas (figura 42). En el citoplasma se aprecian melanosomas

y pre-melanosomas.
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que en la serie de control con implante de tumor sólido, la infiltración de grupos

celulares entre las fibras musculares estriadas (figuras 43, 44 y 45), disecándolas en

pequeños grupos o de forma aislada.

4.3.2. SERIES EXPERIMENTALES:

4.3.2.1 Subgrupos IA y IB : Implante de melanoma sólido no irradiado en

lecho irradiado. Subgrupo A cuando el intervalo entre irradiación e implante fue infe-

rior a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete días.

En estas series se han observado resultados microscópicos similares al implantar

tumor sólido inmediatamente después de  irradiar el lecho (serie IA) o tras un intervalo

de siete días; por lo que  los presentaremos de manera conjunta.

En general se produce crecimiento neoplásico que infiltra músculo estriado, en

torno a estructuras nerviosas y observándose vasos sanguíneos entre grupos de células

tumorales. El examen histológico comparativo respecto a la serie control pone de mani-

fiesto similar forma de crecimiento, con áreas de necrosis en zonas alejadas de los va-

sos, mientras que se conservan las células adyacentes a estos últimos (figura 46). La

penetración entre las fibras musculares adquiere las mismas características, observándo-

se masas neoplásicas que separan a las fibras (figura 47). El componente neoplásico

infiltrante conserva su capacidad divisional, poniéndose de manifiesto figuras de mitosis

(figura 48) en las que también se remarca la característica disposición de los cromoso-

mas. En lo que respecta a la pigmentación de las células no hemos observado variación

en la intensidad o distribución del pigmento (figura 49).
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         Figura 43

Figuras 43,44 y 45: Tejido muscular estriado infiltrado por células pertenecientes al

melanoma.
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Figura 46: Areas  de necrosis con células tumorales adyacentes a estructuras vasculares.

Figura 47: Infiltración del componente tumoral entre las fibras musculares esqueléticas.

Obsérvense regueros de células neoplásicas que dividen a estas fibras.
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Figura 48: Se aprecian figuras de mitosis (Anafase) correspondiente a una célula del

implante de melanoma, adyacente a fibras musculares esqueléticas.

Figura 49: Corte semifino del componente tumoral melánico donde se aprecian

estadios divisionales de estas células, así como una distribución del pigmento similar al

de los casos control.



155



156

Particular atención hemos prestado a las estructuras vasculares que acompañan a

las masas neoplásicas en crecimiento y les sirven de soporte nutritivo. Los vasos apare-

cen revestidos por fino endotelio con variable número de células perivasculares en su

entorno  (figuras 50, 51 y 52).

Ocasionalmente observamos vasos trombosados con variable número de pla-

quetas y hematíes que taponan y ocluyen sus luces (figuras 53 y 54). En las áreas de

infiltración entre las células musculares, los vasos aparecen relativamente próximos a

estas últimas (figura 55). Ocasionalmente hemos evidenciado focos de calcificación u

osificación en las fascias vecinas al componente neoplásico (figura 56).

En lo que respecta a los melanófagos, éstos tienden a disponerse predominante-

mente en espacios perivasculares, identificándose con nitidez por sus lisosomas secun-

darios y por poseer núcleos menos voluminosos y más cromáticos que los de las células

neoplásicas adyacentes (figura 57).

4.3.2.2. Subgrupos IIA y IIB: Implante de melanoma sólido irradiado en le-

cho no irradiado. Subgrupo A cuando el intervalo entre irradiación e implante fue infe-

rior a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete días.

En estas series en las que se implantó un milímetro cúbico de tumor sólido irra-

diado sobre lecho no irradiado, se han observado resultados microscópicos similares

tanto cuando el intervalo entre irradiación e implante fue inmediato (IIA) como cuando

fue de siete días (IIB). Por ello presentaremos los resultados de forma conjunta.
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         Figura 50

Figuras 50, 51 y 52: Diversas imágenes correspondientes a estructuras vasculares in-

mersas en el parénquima tumoral. Se aprecia una capa simple de células endoteliales,

así como células perivasculares.
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Figuras 53 y 54: estructuras vasculares con gran cantidad de elementos formes en su

luz. En la imagen 53 se aprecian tapones plaquetarios, mientras que en la imagen 54

predomina el componente eritrocitario.
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Figura 55: Corte semifino donde es posible apreciar vasos sanguíneos en proximidad a

células musculares esqueléticas.

Figura 56: Fenómenos de calcificación en áreas próximas al componente tumoral melá-

nico.
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Figura 57: Estructuras vasculares en cuya periferia se disponen melanófagos. Se aprecia

como estas células muestran abundantes lisosomas secundarios; adyacentes a las mis-

mas se puede distinguir el componente tumoral.
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En la escasa masa tumoral que se obtuvo en estas series, llama la atención la

presencia de células neoplásicas con variable pleomorfismo, las cuales se disponen so-

bre las fascias o en torno a los nervios. Entre estas células podemos apreciar un número

elevado de melanófagos. Efectivamente, las células melánicas proliferantes muestran

núcleos con diferente morfología, con numerosas escotaduras superficiales (figura 58),

llamando la atención la existencia de nucleolos muy prominentes (figura 59), a veces

numerosos (figuras 60 y 61). Ocasionalmente, las células muestran núcleos abigarrados

(figuras 62 y 63), polilobulados o múltiples (figura 64).

Algunas de las células neoplásicas penetran en las áreas superficiales de músculo

estriado (figuras 65 y 66). En los citoplasmas celulares se aprecia variable cantidad de

pigmento y, cuando éste aparece, tiende a disponerse en los márgenes  de las células.

En el intersticio se observan vasos sanguíneos y un número elevado de melanó-

fagos que supera el de células neoplásicas. En dichos melanófagos se  observan abun-

dantes lisosomas con gránulos melánicos englobados. Los núcleos de los macrófagos se

diferencian claramente de los elementos neoplásicos, por ser más pequeños, uniformes y

de cromatina más condensada (figuras de 58-66).

Un hecho llamativo en la presente serie viene dado por la presencia de áreas con

fenómenos de osificación, evidenciándose osteoblastos, zonas de proliferación de as-

pecto mesenquimal y trabéculas óseas con matriz calcificada y osteocitos (figura 67).
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Figuras 58 y 59: Componente tumoral melánico donde se observan escotaduras superfi-

ciales (figura 58) y nucleolos prominentes (figura 59)
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Figuras 60 y 61: Células de melanoma en las que se aprecian la existencia de nucleolos

múltiples .
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     Figura 62

 Figuras 62, 63 y 64:  El componente tumoral  muestra los núcleos celulares en ocasio-

nes abigarrados, múltiples o polilobulados . Es de destacar la coexistencia con numero-

sos melanófagos.
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Figuras 65 y 66: Penetración del componente melánico en las zonas superficiales del

músculo esquelético. El citoplasma de estas células muestra el pigmento melánico en

variable proporción, tendiendo a disponerse en los márgenes celulares.
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Figura 67: Zona de osificación, con osteoblastos y osteocitos en vecindad a fibras mus-

culares esqueléticas que en esta imagen aparecen cortados transversal y oblicuamente.
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4.3.2.3 Subgrupos IIIA y IIIB: Irradiación tanto del lecho como del me-

lanoma sólido. Subgrupo A cuando el intervalo entre irradiación e implante fue inferior

a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete días.

En la mayor parte de los casos de las presentes series solamente se puso de ma-

nifiesto un área pigmentada, escasamente prominente en las fascias o áreas perineurales.

Desde el punto de vista microscópico, las zonas previamente mencionadas con-

sisten en melanófagos dispuestos en íntimo contacto con la superficie de las citadas es-

tructuras (figura 68). En ocasiones, los melanófagos forman acúmulos. Entre los macró-

fagos hemos observado variable número de células neoplásicas, por lo general pleomór-

ficas y con núcleos abigarrados (figuras 68, 69, 70 y 71). Las células neoplásicas poseen

citoplasmas amplios y eosinofílicos, con prolongaciones superficiales. Algunos de los

vasos preexistentes muestran fenómenos de engrosamiento parietal e infiltración infla-

matoria (figura 72). Con frecuencia apreciamos células neoplásicas en íntima vecindad

a trayectos nerviosos (figuras 71 y 73).

En cortes semifinos, el pleomorfismo nuclear, los nucleolos prominentes, el va-

riable número de melanosomas y los citoplasmas amplios son muy evidentes (figuras 74

y 75). Al igual que en las series anteriores nos llamó la atención la presencia de focos de

osificación, con trabéculas óseas maduras y bien conformadas (figura 76).
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Figuras 68, 69, 70 y 71: Imágenes correspondientes a melanófagos en los que se obser-

van su disposición en acúmulos. Interpuestos con estas células se pueden apreciar célu-

las tumorales de aspecto pleomórfico.
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Figuras 72 y 73: Imágenes en los que podemos observar engrosamiento de la pared vas-

cular, así como componente inflamatorio (figura 72) y células neoplásicas en estrecha

relación con fibras nerviosas.
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Figuras 74 y 75: Cortes semifinos que muestran características citológicas del compo-

nente tumoral: apréciense el pleomorfismo de sus núcleos, desarrollo de los nucleolos,

amplios citoplasmas, así como variable proporción de melanosomas.
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Figura 76: Fenómenos de osificación en los que se destacan una estructura típica con

trabéculas óseas maduras.
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4.3.2.4 Subgrupos IVA y IVB: Implante de suspensión celular no irradia-

da en lecho irradiado. Subgrupo A cuando el intervalo entre irradiación  e implante fue

inferior a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete días.

Como se ha presentado en las características macroscópicas, con sus correspon-

dientes parámetros, los tumores de esta serie crecieron aproximadamente la mitad res-

pecto a la serie control. En general, se originaron masas claramente detectables, obser-

vándose infiltración neoplásica entre el músculo estriado y en torno a las estructuras

nerviosas. Al igual que en series precedentes, no encontramos diferencias según que el

implante celular se realizara inmediatamente después de irradiar el lecho, como cuando

el intervalo fue de siete días.

Microscópicamente se aprecia un crecimiento en forma de masas sólidas con

zonas de necrosis (figura 77), llamando la atención que entre las áreas conservadas se

observaban  fibras musculares estriadas aisladas o en pequeños grupos (figuras 77 y 78),

demostrando el crecimiento predominantemente infiltrante de la neoplasia. Cómo se ha

expuesto macroscópicamente, el tumor engloba trayectos nerviosos (figuras 79, 80 y

81).

En cortes semifinos evidenciamos células neoplásicas con variable pleomorfis-

mo, nucleolos prominentes y diferente cantidad de pigmento melánico. Dichas células

muestran figuras de mitosis con relativa frecuencia (figura 82). Entre las mismas apare-

cen fibras musculares estriadas degeneradas (figura 83) y vasos sanguíneos. Estos últi-

mos muestran sangre "fresca" en su interior y endotelios relativamente preservados (fi-

gura 84). En ocasiones las plaquetas aparecen adheridas a
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Figuras 77 y 78: Crecimiento de las células melánicas que siguen un patrón claramente

infiltrante. Se pueden distinguir zonas necróticas, así como restos de fibras musculares

estriadas esqueléticas.
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         Figura 79

Figuras 79,80 y 81: Diversas imágenes en las que distinguimos el crecimiento del im-

plante de melanoma que rodea completamente a varios trayectos nerviosos.
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         Figura 82

Figuras 82,83 y 84: Diferentes aspectos del crecimiento tumoral en cortes semifinos. Se

aprecian células tumorales de gran tamaño, con variable proporción de melanina y en

las que es posible observar alguna mitosis (figura 82). El componente  del lecho recep-

tor, fibras musculares esqueléticas, muestra signos degenerativos (figura 83). Asimismo

es posible encontrar endotelios relativamente conservados (figura 84).
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la pared vascular o incrementadas en número (figura 85). Observamos también espacios

hemáticos en los que no se reconoce endotelio de revestimiento en algunas áreas, con

discretos depósitos de fibrina en su entorno (figura 86).

4.3.2.5 Subgrupos VA y VB: implante de suspensión celular irradiada en le-

cho no irradiado. Subgrupo A cuando el intervalo entre irradiación e implante fue infe-

rir a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete días.

En las presentes series se observó un crecimiento discreto, milimétrico, en el

área donde se implantaron las células tumorales, poniéndose de manifiesto por una zona

algo prominente y pigmentada, los resultados fueron similares tanto cuando el intervalo

temporal fue inferior a veinticuatro horas o de una semana, por lo que expondremos los

hallazgos de forma conjunta.

Microscópicamente las células neoplásicas originaban la presencia de pequeños

acúmulos superficiales (figuras 87 y 88) y, en ocasiones entre el tejido conectivo subya-

cente (figura 89). En ambos casos pusimos de manifiesto asociación a estructuras ner-

viosas (figuras 87 y 89). En ocasiones las células neoplásicas invadían espacios perineu-

rales o crecían dentro de los propios trayectos nerviosos (figuras 89, 90 y 91). Entre el

componente celular neoplásico se pusieron de manifiesto abundantes melanófagos (fi-

guras 92 y 93).

En cortes semifinos los elementos proliferantes muestran marcadas irregularida-

des nucleares, con nucleolos prominentes y citoplasmas en los que se
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Figuras 85 y 86: Cortes semifinos donde se aprecian aspectos de la microcirculación en

lecho irradiado: ocasionalmente se aprecian elementos plaquetarios que se adhieren a la

luz vascular (figura 85). Por otro lado, también es posible poner de manifiesto “las

sombras ” de vasos preexistentes en las que no se reconocen las células endoteliales

(figura 86)
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Figuras 87 y 88: Disposición en acúmulos del implante de melanoma tanto en áreas

superficiales así como situación próxima a las fibras nerviosas



195



196

Figura 89

Figuras 89, 90 y 91: Distribución en acúmulos del melanoma en el tejido conectivo

subyacente (figura 89). En ocasiones invadían los espacios perineurales y los propios

trayectos nerviosos (figuras 88,90 y 91).
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Figuras 92 y 93: Interpuestos con el componente tumoral es posible destacar numerosos

melanófagos.
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aprecia variable cantidad de pigmento melánico (figuras 94 y 95). Los melanófagos

destacan por la existencia de abundantes lisosomas secundarios, ampliamente contrasta-

dos en sus citoplasmas. Entre las células neoplásicas se ponen de manifiesto pequeños

vasos sanguíneos de endotelios aplanados (figuras 95, 96 y 97).

4.3.2.6 Subgrupos VIA  y VIB:Implante de suspensión celular irradiada so-

bre lecho irradiado. Subgrupo A cuando el intervalo entre irradiación e implante fue

inferior a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete días.

Al igual que en algunas de las series anteriores, son presentadas conjuntamente

las dos subseries, ya que se obtuvieron resultados análogos.

Desde el punto de vista macroscópico llama la atención la presencia de un área

pigmentada de oscuro, no prominente en el sitio donde se implantaron las células. Dicha

área corresponde sobre todo a la superficie de fascias y de tejido nervioso.

El estudio microscópico mostró la presencia de macrófagos cargados de pig-

mentos (melanófagos). Los macrófagos tienden a disponerse alrededor de vasos sanguí-

neos o bien en pequeños acúmulos (figuras 98 y 99). Se apreciaron también escasas

células melánicas, muy pleomórficas, con núcleos abigarrados y polilobulados (figuras

100 y 101). En general presentan citoplasmas amplios con variable cantidad de pig-

mento melánico, que tiende a distribuirse en la periferia de las células.
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Figuras 94,95: Cortes semifinos donde se aprecian con claridad características citológi-

cas del componente tumoral: núcleos irregulares y destacados nucleolos, así como va-

riable proporción de pigmento melánico. Resulta llamativa la existencia de abundantes

melanófagos localizados conjuntamente con el componente tumoral; estas células pre-

sentan abundantes lisosomas secundarios.
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Figuras 96 y 97: Es de destacar la existencia de neovasos en los que se observan células

endoteliales aplanadas.
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Figuras 98 y 99: Apréciese la disposición en acúmulos de células macrofágicas (mela-

nófagos) próximos a vasos sanguíneos.
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Figuras 100 y 101: Componente tumoral en donde se destacan su pleomorfismo celular,

así como núcleos lobulados y disposición periférica del pigmento melánico en su cito-

plasma.
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Un hecho que nos ha llamado la atención en estos casos es la presencia de focos

de adipogénesis en cuyo entorno se observan macrófagos cargados con pigmentos me-

lánicos. De estas áreas, las células adiposas son multiloculares y de disposición perivas-

cular, observándose también algunos macrófagos cargados con lípidos (figuras 102 y

103).
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Figuras 102 y 103: Fenómenos de adipogénesis en el lecho receptor. Obsérvense los

adipocitos multiloculares (grasa parda) y su disposición perivascular. También se

aprecian algunos macrófagos con material lipídico en su citoplasma.
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5 DISCUSIÓN
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Como expusimos en los planteamientos de la presente Tesis Doctoral, el objeti-

vo fundamental del trabajo se centra en el estudio por un lado de la evolución del im-

plante tumoral tras su ubicación en animales control y la comparación de dicha res-

puesta cuando sometemos bien el lecho, bien el tumor, a la acción de las radiaciones

ionizantes (80 Gy en fracción única); por otro lado  pretendimos valorar la respuesta

angiogénica al estímulo tumoral, así como su posible variación tras administrar dicha

pauta de radiación.

5.1. VOLUMEN TUMORAL:

Los resultados obtenidos tras catorce días del implante de melanoma en los ani-

males control nos indican que el modelo experimental elegido permite apreciar fácil-

mente la evolución del implante  tumoral; su pigmentación de color negro  hace que

macroscópicamente sea visible y cuantificable. En los animales control   el tumor alcan-

zó un volumen que osciló entre 419 y 1089 milímetros cúbicos, en estas series se pone

de manifiesto - tanto desde el punto de vista macroscópico, como microscópico- la

existencia de una rica neovascularización íntimamente relacionada con el nódulo tumo-

ral.

Las diferentes variables experimentales analizadas alteraron de forma significa-

tiva dicho crecimiento tumoral y la respuesta angiogénica. Pasaremos a analizar cada

uno de estos factores:

5.1.1  INFLUENCIA DEL ELEMENTO IRRADIADO
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5.1.1.1 Irradiación del lecho (Efecto lecho tumoral ó Tumor Bed Effect):

Los resultados obtenidos reflejan que tras la administración al lecho receptor  de

una dosis de 80 Gy se produce un retraso en el crecimiento tumoral frente al encontrado

en las series control (tanto de tumor sólido como de suspensión celular de melanoma),

esta variación del crecimiento tumoral hemos comprobado que es estadísticamente sig-

nificativo con p=0,001 (apartado 4.2.1.1). Dicho resultado coincide con los datos ya

aportados en la literatura sobre T.B.E. 6,135,176,262,334.

 En cuanto a la posible influencia del tipo tumoral  T.B.E., experiencias previas

172 han demostrado un mayor T.B.E para los carcinomas mamarios que los fibrosarco-

mas, posiblemente relacionado este aspecto con la propia capacidad angiogénica tumo-

ral; dado que no hay datos en la literatura con estudios comparativos del melanoma

B16F10 y otros tumores,  podemos aportar  que el retraso temporal que se produce en

nuestro estudio experimental y que experimenta el melanoma implantado en un lecho

irradiado a una dosis en fracción única de 80 Gy, hasta alcanzar el mismo tamaño que

en los animales control es de 14 días.

5.1.1.2  Irradiación del tumor

La irradiación del tumor (bien tumor sólido, bien suspensión celular) a

dosis de 80 Gy, conlleva que tras 14 días de evolución tras su implante en lecho no irra-

diado el “crecimiento tumoral” sea mínimo, oscilando entre 0,1 y 2,1 milímetros cúbi-

cos. La variación de dicho volumen tumoral alcanzado es estadísticamente significativa

frente a las series control y frente a los subgrupos con irradiación del lecho (ver aparta-
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do 4.2.1.1. tabla 4). El estudio microscópico nos pone de manifiesto la existencia de

abundantes melanosomas y la presencia de algunas células de melanoma (apartados

4.3.2.2 y 4.3.2.5), en ninguna de las muestras histológicas pudimos apreciar tras la irra-

diación del tumor la existencia de células de melanoma en mitosis que nos indicaran

actividad proliferativa; es más que probable que las células tumorales encontradas ha-

yan perdido todo su potencial clonogénico, con lo que podríamos hablar de muerte bio-

lógica del melanoma irradiado, reflejando la presencia de células de melanoma en las

muestras obtenidas aquellas células aún en trance de intentar dividirse. En este sentido

indicar el resultado obtenido en el ratón 97 de la Serie Especial de larga evolución en el

que el inóculo celular fue sometido a irradiación previa a su implante y en el que tras ser

sacrificado a los 28 días no se apreció crecimiento tumoral, recogiéndose  en la muestra

para su análisis microscópico un fragmento milimétrico; su posterior estudio reflejó la

existencia de melanosomas y  la persistencia de algunas células tumorales de melanoma,

no se apreciaron mitosis ni ningún otro signo de actividad proliferativa. Estudios poste-

riores de nuestro grupo de trabajo (Tesis Doctoral de Cipriano Manzano) se encontraron

con la imposibilidad de realizar citometría de flujo con los fragmentos milimétricos ob-

tenidos en estas series.
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5.1.2 INFLUENCIA DEL INTERVALO TEMPORAL ENTRE IRRADIACIÓN

E IMPLANTE

5.1.2.1 Cuando se irradia el lecho:

El efecto lecho tumoral, como ya se ha señalado, se puede ver

comprometido por un  intervalo entre la irradiación y el implante tumoral. En nuestro

estudio experimental hemos comprobado que el retraso en el crecimiento es estadísti-

camente significativo frente a las series control, tanto cuando el intervalo entre irradia-

ción del lecho e implante fue inferior a 24 horas, como cuando fue de siete días; no

apreciando diferencias significativas cuando comparamos los resultados entre ambos

intervalos, dato este que coincide con lo reportado en la literatura 176

5.1.2.2  Cuando se irradia el tumor:

El intervalo entre irradiación e implante no influyó en los resulta-

dos obtenidos sobre el volumen tumoral, debido a que la dosis elegida producía la

muerte tumoral como ya hemos apuntado.

5.1.3 INFLUENCIA DEL TIPO DE ELEMENTO TUMORAL IMPLANTADO

5.1.3.1 Sobre el lecho tumoral irradiado:

Al igual que se han realizado comparaciones entre distintos tipos histológicos,

atribuyéndose un mayor papel del TBE sobre algunos tipos tumorales, nos propusimos
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analizar el fenómeno TBE y la influencia del entorno tumoral utilizando como modelo

el melanoma B16F10.

Al introducir la variable: ”tipo de implante tumoral” hemos analizado la posible

influencia de que al implantar tumor sólido se implantaran también células endoteliales

no irradiadas que podían ser el origen de la angiogénesis que permitía al implante su

crecimiento en un lecho irradiado con 80 Gy en fracción única, los resultados obtenidos

se compararon con los obtenidos al implantar suspensión celular de melanoma B16F10

en la que no se aportaban células endoteliales y por lo tanto eliminábamos dicha posibi-

lidad angiogénica.

 Al respecto hemos de señalar que la matriz tumoral no implica mayor creci-

miento tumoral, no obteniéndose diferencias significativas cuando analizamos el volu-

men alcanzado sobre lecho irradiado tras implante de tumor sólido frente a suspensión

celular de melanoma.

5.1.3.2 Sobre el elemento tumoral irradiado:

La dosis de 80 Gy resulta tumoricida tanto cuando el elemento irradiado

es como tumor sólido como cuando lo es como suspensión celular: Es obvio indicar que

tal dosis en fracción única a un volumen tumoral tan pequeño, sin zonas hipóxicas que

puedan proteger al tumor, condicionaría  desde el punto de vista radiobiológico que la

fracción de supervivencia celular fuese de 10 -28 células, dado que en nuestro estudio

experimental se procedía a irradiar 10 6 células, la probabilidad de supervivencia sería

10 -22.
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5.2 METASTASIS A DISTANCIA

Los resultados encontrados en la literatura de un tumor creciendo en lecho irra-

diado reflejan que éste da mayor número de metástasis  173,176,262.

En nuestro trabajo experimental obtenemos sin embargo que si utilizamos como

parámetro de referencia el intervalo temporal de 14 días desde el implante hasta la ne-

cropsia, obtenemos mayor número de metástasis linfáticas -(en ningún animal se objeti-

varon metástasis hematógenas)- en los animales de las series control que en los anima-

les en los que se implantó tumor en lecho irradiado (series IA; IB; IVA; IVB) con lo que

nuestra conclusión sería distinta a lo reportado en la literatura.

Nos intrigó extraordinariamente esta disparidad de resultados, así que dispusi-

mos la realización de una serie especial con un intervalo entre el implante en lecho irra-

diado y la necropsia superior a los 14 días. En esta serie con un seguimiento que osciló

entre los 18 y los 28 días pudimos  comprobar que el volumen tumoral alcanzado se

equiparaba al obtenido en las series control  con una evolución de 14 días. El análisis

estadístico en cuanto a volumen nos mostró que no había diferencias significativas entre

las series control y la serie especial de larga evolución; la comparación en cuanto a la

aparición de metástasis linfáticas y/o hematógenas revela que es mayor a igualdad de

volumen alcanzado en los animales de la serie especial de larga evolución, coincidiendo

con lo reportado por Milas 173,176, Jirtle 136 y Van der Brenk 262.
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5.3 ANGIOGENESIS:

En los animales control se objetivó, como ya se ha comentado, un evidente cre-

cimiento neoplásico;  así como una marcada neovascularización, puesta de manifiesta

tanto en el análisis macroscópico como microscópico. Al someter el lecho receptor a la

acción de las radiaciones  ionizantes a una dosis tal (80 Gy) que provocaría daños irre-

versibles al árbol vascular creímos disponer de una forma "definitiva " para imposibili-

tar la viabilidad y el crecimiento de un implante tumoral, dado que se encuentra estable-

cido en la literatura la marcada dependencia neoplasia-angiogénesis 4,5,8,93,144 y que el

tumor más allá de 0,3-0,5 milímetros de distancia de la fuente vascular no es viable

102,216 . Sin embargo los resultados obtenidos reflejaban tan sólo un retraso en el creci-

miento neoplásico, es decir que el implante de melanoma era no sólo viable en lecho

irradiado, sino que además crecía y daba metástasis, con lo que la conclusión inevitable

de que se produce respuesta angiogénica en un lecho que ha recibido 80 Gy en fracción

única.

Ya han sido analizados los cambios morfológicos y funcionales en la microcir-

culación demostrándose una dosis dependencia de la lesión endotelial 66,99,123,219,260,sin

embargo, no disponemos en la literatura de una descripción de lo ocurrido tras fracción

única de 80 Gy al lecho receptor.

Así en las series IA y IB, en las que el lecho receptor recibió 80 Gy previos al

implante tumoral, vemos que tras la necropsia a los catorce días post-implante se apre-

cia una evidente neovascularización que acompaña al nódulo tumoral extraído; el análi-

sis microscópico revela la existencia de vasos revestidos por fino endotelio, encontrán-

dose variable número de células perivasculares, frecuentemente se observan vasos
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trombosados con variable número de plaquetas y hematíes que ocluyen y taponan la luz

(figuras BH y BI), estos cambios coinciden con los hallazgos morfológicos descritos en

la literatura (apartado 1.2.1). El crecimiento tumoral encontrado en las series con irra-

diación del lecho previo al implante pone de manifiesto por lo tanto que el estímulo

angiogénico producido por el trauma quirúrgico y especialmente la demanda nutricional

tumoral, encuentra una respuesta adecuada en el estroma radiolesionado: Cuatro hipóte-

sis solas o combinadas pueden explicar dicho proceso:

1) La dosis de 80 Gy en fracción única es insuficiente para afectar la prolifera-

ción endotelial, y ante estímulos liberados desde el implante pueden originar yemas

vasculares que conectan con las del tumor o bien simplemente penetran en él.

2) Al implantar tumor sólido con su propio estroma aportamos en la matriz tu-

moral sus propios vasos,  que no han sufrido la acción de las radiaciones  y pueden tener

la capacidad de dar yemas vasculares que podrían contactar y aprovechar una estructura

vascular lesionada por la dosis de radiación administrada, y a partir de ella crecer y dar

una respuesta angiogénica adecuada a las exigencias neoplásicas, permitiendo su creci-

miento.

3) La respuesta angiogénica se produce por migración sin proliferación endote-

lial

4) El aprovechamiento de la arquitectura vascular del lecho irradiado, por ele-

mentos que vienen desde más allá del mismo, bien por flujo intersticial o por migración

endovascular.

5) Cualquier combinación de las anteriores
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A continuación pasaremos a discutir las posibilidades expuestas previamente:

5.3.1  ORIGEN A PARTIR DE LA MICROCIRCULACIÓN DEL LECHO

IRRADIADO:

Un hecho aceptado unánimemente es que  aquellos territorios tisulares que expe-

rimentan el efecto de las radiaciones sufren una pérdida de la capacidad proliferativa. La

existencia de crecimiento tumoral en lecho irradiado (en nuestro estudio experimental

series IA, IB, IVA, IVB), que condiciona la existencia de neovascularización, nos obli-

ga a valorar la posibilidad de que las células endoteliales del lecho soporten una dosis

de 80 Gy en fracción única.

 Estudios experimentales ha mostrado que tras recibir dosis que oscilaron ente

7.5 Gy  y 20 Gy en fracción única, la inhibición del crecimiento ha sido completa 71,131;

bajo estos datos podemos asumir que si la lesión es dosis dependiente y que en estudios

previos con dosis de 20 Gy la inhibición del crecimiento endotelial fue completa, con

dosis de 80 Gy la conclusión debe ser la misma; basándonos en estos datos descartamos

como posible que las células endoteliales del lecho receptor irradiado sean capaces de

proliferar en respuesta a la demanda angiogénica que supone el estímulo tumoral.

5.3.2 ORIGEN A PARTIR DE LA MICROCIRCULACIÓN DEL IMPLANTE

TUMORAL

La posibilidad de que se produzcan yemas vasculares a partir de las preexisten-

tes en los implantes tumorales requiere en primer lugar que en dicho territorio existan

vasos, y en segundo lugar, caso de existir, que tengan capacidad de proliferar.
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Teniendo en cuenta que en nuestro estudio se permitía el crecimiento del mela-

noma sólido y posteriormente su extracción y troceado en fragmentos milimétricos para

el implante, es lógico pensar que llevaran consigo vasos sanguíneos, suposición confir-

mada al realizar estudios  microscópicos de los fragmentos tumorales.

Realizamos la irradiación de los fragmentos de melanoma sólido a la misma do-

sis que el lecho receptor  (80 Gy en fracción única) con la intención de someter a los

vasos del implante  a la misma situación que los vasos del lecho receptor; ya hemos

señalado en el apartado anterior que dicha dosis  implicaría una inhibición proliferativa

del 100 % de las células endoteliales del implante.

Pudimos comprobar que en las series IIA, IIB (se irradiaba el implante) no se

producía crecimiento neoplásico, encontrando explicación en este aspecto no  en una

completa inhibición angiogénica (el lecho receptor no era irradiado y el análisis micros-

cópico pone de manifiesto la existencia de vasos), sino en que la dosis aplicada al mela-

noma resultó ser tumoricida (apartado 5.1.3.2).

 Con el objetivo marcado de valorar en que modo el implante tumoral podía in-

fluir  en el crecimiento angiogénico observado, dispusimos la realización de distintas

series experimentales, incluyendo unas en las que el elemento implantado no pudiese

aportar matriz tumoral, ni células endoteliales, ni otro elemento que no fuesen células de

neoplásicas, mediante el cultivo de melanoma de la línea parental y su posterior inocu-

lación previo control microscópico (apartados 3.6.2 y 4.3.1.2). Los resultados obtenidos

nos muestran en las series IVA y IVB un crecimiento tumoral en lecho irradiado y una

respuesta angiogénica evidente con vasos sanguíneos con endotelios relativamente pre-

servados en algunos casos y ausentes en otros, asimismo es notoria la presencia de un
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elevado número de elementos plaquetarios en numerosos vasos. Estos hallazgos son

similares a los obtenidos en aquellas series experimentales tras implante de tumor sólido

(con sus propios vasos) en lecho irradiado (series IA y IB). Dicho resultado confirma el

escaso papel atribuible al componente estromal tumoral en la respuesta angiogénica

observada tras el implante tumoral en lecho irradiado.

5.3.3 LA RESPUESTA ANGIOGÉNICA SE PRODUCIRÍA POR MIGRA-

CIÓN SIN PROLIFERACIÓN ENDOTELIAL:

Para analizar este punto nos remitiremos a las propias características biológicas

y radiobiológicas de las células endoteliales. Estos elementos celulares tienen una fre-

cuencia de recambio inferior al 1% y además una alta capacidad migratoria, acentuada

cuando discurren en un medio adecuado, aspectos estos ya  analizados por Sholley 240

quien utilizando corneas radiadas, comprobó que los vasos sanguíneos y por lo tanto las

células endoteliales, tenían la capacidad de migrar en ausencia de proliferación. Este

mismo autor ya indicó que dicha migración alcanzaría escasos milímetros. La vehiculi-

zación de las células endoteliales radiadas hacia el implante tumoral estaría marcada por

factores ya expuestos en la introducción como los factores angiogénicos tumorales,

factores de crecimiento 72 - de naturaleza polipeptídica -, liberados en el lecho irradiado

tras el implante tumoral.

Dado que el crecimiento tumoral alcanzado en las series de irradiación del lecho

alcanzó un máximo de 1,1 cms, parece poco probable atribuir únicamente a este meca-

nismo la evidente neovascularización encontrada en lecho irradiado; en este sentido

indicar que en la serie especial de larga evolución en la que el melanoma crece sobre
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lecho irradiado, el tumor llega en algunos casos a alcanzar un tamaño de dos centíme-

tros.

5.3.4 ORIGEN A PARTIR DEL TERRITORIO NO IRRADIADO

Una cuarta opción sería que el origen de esta neovascularización pudiese estar

en la llegada al lecho de elementos sanguíneos, plasmáticos y celulares desde zonas no

afectadas por la radiación y pudiesen aprovechar la estructura vascular del lecho, daña-

da por la radiación, originando ante el estímulo angiogénico tumoral yemas vasculares

que permitieran un crecimiento tumoral.

5.3.5 CUALQUIER COMBINACIÓN DE LAS ANTERIORES.



6. CONCLUSIONES
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1) El melanoma B16-F10 implantado en la pata de ratón, como fragmento tumoral o

como suspensión celular, produce una intensa respuesta angiogénica.

2) La irradiación previa del lecho condiciona un retraso en el crecimiento del implante

tumoral.

3) No existen diferencias significativas en cuanto a crecimiento tumoral si se compara

un intervalo de 24 horas frente a siete días entre la irradiación del lecho y la inocula-

ción del implante.

4) Un lecho sometido a una dosis de 80 Gy en fracción única es capaz de aportar neo-

vasos ante el estímulo del melanoma implantado.

5) La inoculación de un fragmento de melanoma o de una suspensión celular de mela-

noma equivalente en carga tumoral no condiciona diferencias en cuanto al posterior

crecimiento del tumor ni a su capacidad de inducir angiogénesis.

6) El estroma tumoral no constituye el origen de la neovascularización de un implante.

7) Una dosis de 80 Gy administrada en fracción única sobre fragmentos o cultivos de

melanoma B16-F10 trae consigo la pérdida total de su capacidad clonogénica.
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8) No se consigue demostrar angiogénesis tras el implante de melanoma irradiado a

dosis supraletal.

9) El crecimiento tumoral sobre un lecho irradiado condiciona una dilación en la apari-

ción de metástasis paralela al retraso de dicho crecimiento.
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ANEXO 1: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

RATON Nº............... SERIE................. SUBGRUPO..............

FECHA IRRADIACIÓN:

LECHO.................................................................................

TUMOR................................................................................

FECHA IMPLANTE:

TUMOR SÓLIDO...............................................................

SUSPENSIÓN CELULAR..................................................

INTERVALO ENTRE IRRADIACIÓN E IMPLANTE:

INFERIOR A 24 HORAS....................................................

UNA SEMANA...................................................................

FECHA DE SACRIFICIO DEL ANIMAL: ......................................................................

INTERVALO ENTRE IMPLANTE Y SACRIFICIO:

CATORCE DÍAS: SÍ / NO

SI SUPERIOR, INDICAR Nº DE DÍAS:

INCIDENCIAS :
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ANEXO 2

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS PARA ANATOMIA PATOLÓGICA.

RATON Nº.......................... SERIE................................ SUBGRUPO.................

DATOS MACROSCÓPICOS:

LARGO MAYOR DEL TUMOR....................................................

ANCHO MAYOR DEL TUMOR...................................................

ALTO MAYOR DEL TUMOR.......................................................

¿SE TOMAN FOTOS?....................................Nº...........................

DATOS DE INTERES EN LA NECROPSIA:

DATOS MICROSCÓPICOS:

Nº DE PREPARACIÓN DE MICROSCOPIA OPTICA................

¿SE TOMAN FOTOS?...........Nº.........Nº DE CARRETE..............

OBSERVACIONES:

Nº DE PREPARACIÓN DE MICROSCOPIA ELECTRONICA...

¿SE TOMAN FOTOS?...........Nº. Nº DE CARRETE...............

OBSERVACIONES:........................................................................
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ANEXO 3: RELACIÓN DE ANIMALES UTILIZADOS

SERIES 1 2 3 4 5 6

S.C.T.S 0 10 0 5 0 15
S.C.S.C 0 10 0 6 0 16
IA 1 10 2 3 0 16
IB 1 10 3 0 0 14
IIA 0 10 0 0 0 10
IIB 2 10 0 0 0 12
IIIA 2 10 0 0 0 12
IIIB 0 10 0 0 0 10
IVA 1 10 2 3 5 21
IVB 3 10 3 2 4 22
VA 0 10 0 0 7 17
VB 0 10 0 0 5 15
VIA 0 10 1 0 5 16
VIB 3 10 0 0 5 18
TOTALES 13 140 11 19 31 214

S.C.T.S* ES SERIE CONTROL DE TUMOR SÓLIDO

S.C.S.C* ES SERIE CONTROL SUSPENSIÓN CELULAR

1 : NÚMERO DE ANIMALES FALLECIDOS EN EL ACTO QUIRURGICO.

2: NÚMERO DE ANIMALES SACRIFICADOS A LOS CATORCE DÍAS

3: NÚMERO DE ANIMALES SACRIFICADOS DESPUES DEL DIA CATORCE

    POST-IMPLANTE.

4: NUMERO DE ANIMALES EN LOS QUE NO SE EFECTUÓ EL IMPLANTE

    TRAS IRRADIACIÓN Y SE DEJARON PARA CONTROL FOTOGRAFICO DEL

     LECHO IRRADIADO.

5: NÚMERO DE ANIMALES EN LOS QUE SE COMPROBÓ ESCASA

    VIABILIDAD DE LA SUSPENSIÓN CELULAR TRAS IRRADIACIÓN.

6: NÚMERO TOTAL DE ANIMALES USADOS POR SERIE.
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ANEXO 4: HOJA DE SPSS PARA ESTUDIO ESTADÍSTICO.

VARIABLES (V) Y DATOS GLOBALES

V1 REPRESENTA: “NUMERO DE ANIMAL OBJETO DE ESTUDIO”

V2 : “ VOLUMEN TUMORAL ALCANZADO” (EN MILIMETROS CÚBICOS)

V3 :” ELEMENTO IRRADIADO”

SE INDICA CERO (0) CUANDO NO SE IRRADIA NADA (CONTROL)

SE INDICA UNO (1) CUANDO SE IRRADIA EL LECHO

SE INDICA DOS (2) CUANDO SE IRRADIA EL MODELO TUMORAL

SE INDICA TRES (3) CUANDO SE IRRADIAN LECHO Y TUMOR.

V4  :”INTERVALO ENTRE IRRADIACIÓN E IMPLANTE”

SE INDICA COMO CERO (0) EN LOS CASOS CONTROL

SE INDICA COMO UNO (1) CUANDO EL INTERVALO ES INFERIOR A 24

HORAS (SE REFLEJA COMO IMPLANTE INMEDIATO EN SPSS)

SE INDICA COMO DOS (2) CUANTO EL INTERVALO ES DE SIETE DÍAS
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V5 ES LA VARIABLE”: TIPO DE IMPLANTE TUMORAL”

SE INDICA COMO UNO (1) SI SE IMPLANTE TUMOR SÓLIDO

SE INDICA COMO DOS (2) SI SE IMPLANTA SUSPENSIÓN CELULAR












	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	1. Introducción
	2. Objetivos
	3. Material y método
	4. Resultados
	5. Discusión
	6. Conclusiones
	7. Bibliografía
	8. Anexos



