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1.INTRODUCCION



La angiogénesis desempefia un papel fundamental en numerosos procesos, tanto
benignos (inflamacion, cicatrizacion y reparacion de heridas.....) como malignos (cre-
cimiento y progreso tumoral) **”.

En € crecimiento tumoral podemos sefialar una primera fase “avascular”, en la
gue experimenta un crecimiento lento, pudiendo permanecer en dicha situacion durante
anos, y otra fase “vascular” tras la penetracion de la membrana basal que separa € epi-
telio del estroma subyacente. Esta situacion constituye un momento crucial en e proce-
so neoplésico, produciéndose una aceleracion del crecimiento tumoral que conlleva un
aumento de la demanda nutricional, que acttia como potente estimulo angiogénico *%.

L a 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 “*#*** Asi, hasido objeto de numerosos estudios e papel fun-
damental que la vascularizacion y la oxigenacion desempefian en la respuesta a las dis-
tintas terapéuticas oncoldgicas, con especial referencia al uso de las radiaciones ioni-
zantes 105,111,118-123,182,218,273.

La extensa hibliografia que sobre angiogénesis neopléasica existe, nos descubre
aspectos no aclarados con relacion a su posible modificacion por la accién de las radia-
ciones ionizantes, asi como la conducta del lecho receptor (con especia referencia a las
modificaciones endoteliales de revestimiento vascular) o del parénguima tumoral ante la

accion de las mismas 2136174,



1.1 ANGIOGENESIS

La angiogénesis constituye un proceso complejo que histol 6gicamente es defini-
do como un mecanismo de neovascularizacién a través de la progresion desde los ca-
pilares preexistentes. Es indispensable en el desarrollo fetal y embrionario, asi como en
un elevado nimero de procesos durante el periodo post-natal */"162205237.2678 conyir.
tiéndose en un componente fundamental de los mismos. procesos de inflamacién, rege-
neracion y reparacion de heridas, organizacion de trombos, desarrollo de circulacion
colateral, neoplasias y en las denominadas “ enfermedades angiogénicas’ en las que una
alteracion del crecimiento capilar es su principal hecho patolégico ™, entre éstas pode-
mos encontrar hemangiomas, psoriasis %, esclerodermia *! artritis reumatoide, retino-

patia diabética * y glaucoma neovascular.

1.1.1 EL FENOMENO ANGIOGENICO
Las regiones del &rbol vascular con capacidad angiogénica asi como la secuencia, patron y

acontecimientos de la formacion de nuevos vasos sanguineos serén analizados en este epigrafe

1.1.1.1 Lasregiones del &rbol vascular con capacidad angiogénica:
En general se acepta que las yemas vasculares se originan de las paredes de ca-
pilares preexistentes y de pequefias vénulas postcapilares %1"12302402%% A qunos autores

aceptan solamente un origen de los nuevos vasos del &rea venosa de la circulacion 2,



especificamente desde pequefias vénulas con ausencia de células musculares lisas °. No
disponemos de datos que indiquen que puedan origininarse desde el lado arterial de la

circulacion.

1.1.1.2 Secuencia y patron de la formacién capilar. Visién de la angio-
génesisbajo  descripcidn de microscopia electrénica.

Las yemas vasculares son ya vistas a las 27 horas del estimulo angiogénico %°.
Durante las primeras horas los capilares preformados y las vénulas postcapilares se
vuelven ampliamente distendidas y tortuosas, con cambios mas acusados en estas Ulti-
mas. En la pared de las vénulas se producen numerosas impresiones, que corresponden
a leucocitos marginales. Entre e tercero y e quinto dia el nUmero de yemas se incre-
menta notablemente produciendo un rico plexo anastomaético. En algunas condiciones €l
proceso de neovascularizacion puede ser extremadamente rgpido, por gemplo durante
losdias 1y 2 del ciclo menstrua en el h&mster la vascularizacién del cuerpo |Gteo crece

desde |0s vasos preexistentes de la teca *.

1.1.1.2.1 Formacién de nuevos vasos.
Los acontecimientos esencialmente implicados en € crecimiento capilar in vivo
incluyen:
Activacion de la célula endotelial y pericitos
Los cambios morfolégicos mas precoces que ocurren en la célula endotelial
quiescente consisten en hipertrofia con ocupacion de la luz vascular, agrandamiento

nuclear, nucleolo prominente, aumento del nimero de organelas y la formacion de pro-



yecciones desde la superficie *#1"% Ha sido descrito incremento de la sintesis de
DNA por la céula endotelial una vez iniciado el mecanismo angiogénico °. Se produce
la liberacion de proteasas y del activador del plasminégeno desde las “yemas’ endote-
liales.

Los pericitos sufren asimismo modificaciones tanto de sus caracteristicas morfo-
|6gicas como de sus relaciones topogréficas *“Los primeros cambios incluyen € acor-
tamiento de sus prolongaciones y un aumento del nimero de polirribosomas citoplas-

méticos 1’

Degradacion de la lamina basal de los vasos preexistentes
Es un paso necesario para la migracion de la célula endotelial desde los “vasos
madre” %% La completa disolucién se produce en el &rea cercana a estimulo angiogé-
nico, coincidiendo con € 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 1amina basal, sino un substrato provi-
siona con proteoglicanos aterados. Los cambios en la lamina basal son debidos a en-

Zimas proteol fticas sintetizadas y secretadas por |as células endoteliales activadas **°

Migracién de la célula endotelial desde los vasos preexistentes

hacia el estimulo angiogénico.
En lafase inicia de neovascularizacion 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 estimulo angiogénico, toda vez que la célula endotelial migra com-



pletamente otra le sigue y se forman cordones de células endoteliales en el estroma pe-
rivascular; laliberacion de colagenasas y del activador del plasmindgeno por las células
endoteliales que sirven de “avanzadilla’ actlian como potente agente quimiotactico.

La migracién de la célula endotelial, en respuesta a la matriz extracelular, de-
pende de la familia de las integrinas y de los receptores de adhesion celular . La
unién, proliferacion y migracion de la célula endotelial son mediadas por las integrinas

a2bly a4b3 ™

Proliferacion de células endoteliales

Durante la angiogénesis, la sintesis de DNA endotelial ocurre en los vasos pre-
existentes antes de que se formen las yemas vasculares, segin algunos autores en un
intervalo tan escaso como de seis a ocho horas después de que €l estimulo angiogénico
fuese aplicado *°. La secuencia temporo-espacial de la divisién endotelial permanece sin
aclarar, asi para algunos autores la mitosis de la célula endotelial se produce concomi-
tante a la formacion de nuevas yemas 2*°, mientras que la mayoria son de la opinién de
gue la mitosis en la célula endotelia se produce después de que inicie lamigracion. Las

mitosis se producen tanto en los vasos “padres’ como en |os neoformados *°4%,

Migracion y proliferacion de pericitos desde |0s vasos preexistentes
Los pericitos ,cuya procedencia parece ser de los fibroblastos perivasculares >,
son activados durante €l proceso de angiogénesis post-natal, interviniendo en las distin-

tas etapas e incorporandose a los neovasos 9%,



Formacion de una nueva luz vascular

Durante la angiogénesis, las células endoteliales forman canales tubulares capaces
de transportar sangre. Dos modelos son considerados en la formacion de la nueva luz
vascular: en el primero se produciria una vacuolizacion intracelular en e citoplasma
endotelial de células contiguas, que conduciria a una canalizacion intercelular por cone-
xion de las vacuolas #, en el segundo modelo se produciria una canalizacién intercelular
de los distintos procesos endotelial es adyacentes; otro aspecto sujeto a controversiaes el
momento en el que se produciria la conexion de la nueva luz vascular con la vasculari-

zacioninicial %8,

Aparicién de pericitos alrededor de los nuevos capilares
En los estadios iniciales del proceso angiogénico post-natal la relacion entre en-
dotelio y pericitos permanece sin aclarar. La mayoria de los autores opinan que dicha
relacion ocurre principamente al final del estadio proliferativo, tras la formacién de la
luz capilar, atribuyendo alos pericitos diversas funciones como la de servir de soporte a

187 o influir en la regulacién angiogénica *%; asi

las células endoteliales en crecimiento
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 més antiguas

de los capilares puede inhibir la proliferacién y migracion de la célula endotelial 1%2%

Cambios en la matriz celular con desarrollo de una nueva lamina basal.
En los vasos quiescentes estan presentes en la membrana basal: laminina, fibro-

nectina, sulfato heparan, proteoglicanosy colédgenostipo IV y V.



En los estadios iniciales del desarrollo de microvasos |a fibronectina es e com-
ponente predominante de la matriz provisional, configurando una delicada red fibrilar;
progresivamente |os depositos de fibronectina disminuyen, volviéndose discontinuos,
mientras la laminina 'y coldgeno tipo |V aumentan, acumuléndose y formando un conti-
nuo lecho en el espacio subendotelial. En los Ultimos estadios de angiogénesis, se in-

crementan las cantidades de colégeno tipo | y tipo 111 en el espacio perivascular.

Formacion 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 formacion de asas capilares ha sido bien demostrada durante la reaccién an-
giogénica en la cornea, donde las yemas secundarias desarrolladas desde los lugares de

crecimiento de |as yemas iniciales, conducen a una morfologia en cepillo *# .

Cambios precoces en |os nuevos vasos formados
Durante €l proceso angiogénico, un sustancial nimero de neovasos regresa, agu-
nos requieren e estimulo angiogénico para persistir. Toda vez que algunos de los neo-
vasos acanzan la fuente de estimulo angiogénico, se produce una disminucién del flujo
en |os vasos menos formados que involucionan &,
La nueva microcirculacién formada puede ser influenciada por los tejidos en los

gue se desarrolla. Asi, aunque la neovascularizacion en las metéstasis tumorales se ini-



cia desde el lecho receptor, pueden adquirir las caracteristicas morfol égicas de los vasos

del 6rgano primario en el que se origina la neoplasia.

Formacion de red capilar y eventual organizacion de mayores microvasos.

Los mecanismos que llevan a establecimiento de una circulacion funciona du-

rante el proceso angiogénico post-natal son dificiles de explicar, aceptandose dos hip6-
tesis, que probablemente se complementen: una seria la remodelacion de los nuevos
capilares formados y sus vasos parentales y otra alternativa seria la anastomosis de los

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

cion ™,

1.1.2 CONTROL DE LA ANGIOGENESIS

La formacién de neovasos depende de estimulos angiogénicos para iniciar y diri-
gir la proliferacion y migracion de células endotelides en e teido conectivo
7477.78:9% \s amos por |0 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 €
proceso angiogenico, tanto después de su liberacion local tras la activacion por los ge-

nes que los codifican, como por su liberacion desde los lugares de almacenamiento.



Un factor angiogénico es llamado directo cuando es capaz de inducir prolifera-
cién y/o migracion “in vivo” y de estimular células endoteliales “in vitro”. Cuando esta
ultima falla o es inhibida, €l factor angiogénico es llamado “indirecto ” asumiendo que
su accién es la de movilizar otros factores o células “in vivo”. Segun la accion que pro-
ducen podemos clasificarlos en quimiotécticos, mitogénicos o angiogénicos. De otra
parte sefialar que pueden actuar principalmente o especificamente sobre la célula en-
dotelia, o por e contrario, puede ser pleiotropico e intervenir sobre otras células tales
como fibroblastos, células musculares lisas, etc.

Entre los factores angiogénicos directos podemos sefidar el factor de creci-
miento fibroblastico bésico bFGF, el factor de crecimiento fibroblastico écido aFGF , e
factor de crecimiento vascular endotelial VEFG, el factor de crecimiento endotelial de-
rivado de plaguetas (PD FGF) y € factor de permeabilidad vascular. Los factores de
crecimiento indirecto cubren un elevado nimero de sustancias tales como TGF-a,
VEFG, TGF-b, TNF, PDGF, PGS-E...

Algunas moléculas angiogeénicas estan presentes en los tegjidos adultos incluso en
ausencia de estimulo angiogénico, por 1o que se ha postulado que la posibilidad de res-
puesta angiogénica dependa de la activacion o inactivacion de estas moléculas 2°. As,
el tejido corneal bajo estimulacion angiogénica se vuelve més rico en &cido sidlico #;
por otro lado los cambios en la relacion de las distintas sustancias en la composicion

tisular local pueden modificar la respuesta angiogénica *’’.

1.1.2.2 Factores angiogénicos inhibidores.

10



Aunque e término “inhibidor angiogénico” no fue introducido hasta 1975 %,
numerosos factores habian sido identificados como inhibidores de la formacién de va-
sos. El estudio de tales factores es de gran interés ya que nos permitiria disponer de un
poderoso agente en el tratamiento de las enfermedades angiogénicas, e incluso inhibir
el proceso de angiogénesis durante el crecimiento tumoral. 482

Podemos sefialar como tales a inhibidor tisular de las metaloproteasas, la
trombospoding, la protamina , € factor plaguetario-4 , €l interferon, esteroides pépti-
dos sintéticos con la secuencia de aminoacido Arg-Gly-Asp-Minocicline, difluorometil-

Ornitina, extractos de cartilago, la endostatina ** |a angiostating *23297:98.156.1591%9

1.1.2.3 Influencia de la matriz extracelular.
La diferente organizacion estructural y composicion de la matriz extracelular du-
rante el crecimiento vascular es principalmente debida a hecho de que las células en-

doteliales secretan enzimas, que digieren la membrana basal preexistente **°

y sinteti-
zan glicoproteinas, proteoglicanos y colageno *° que configuran la matriz extracelular
de los nuevos vasos, asi la célula endotelia juega un importante papel en la remodela-
cién de la matriz extracelular que la rodea durante el desarrollo capilar.

Al mismo tiempo, los cambios en la composicién de la matriz extracelular puede
tener importantes efectos reguladores sobre los diversos estadios del proceso de morfo-
génesis vascular, modificando la organizacion, funcién y comportamiento de las células
endoteliales, asi como el fenotipo celular, las propiedades mitogenéticas y quimiotécti-

cas. Por lo tanto, la matriz extracelular influye sobre la proliferacion y migracion de la

célula endotelial, y ademés su capacidad para diferenciarse en estructuras capilar-like y
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determinar la correcta polarizacion celular . Por Ultimo, sefialar que los componentes de
la matriz extracelular influyen notablemente sobre el grado de recuperacion de la célula
endotelial lesionada.

Durante € proceso angiogeénico, los diferentes componentes de lamina basal se
distribuyen alrededor de los nuevos vasos formados y estos componentes pueden indu-
cir laformacién de la luz vascular como estructuras tubulares.

Cuando la sintesis y la degradacion de los componentes de la lamina basal son
alteradas, el proceso de neovascularizacion es inhibido; esto apoya la hipétesis de que la
formacion de una nueva lamina basal juega un papel primordial en el desarrollo de nue-
VOS Vasos.

Las integrinas, moléculas de la superficie celular que median en la adhesion a
otras células vecinas 0 a la matriz extracelular, probablemente desempefien un papel
clave en la angiogénesis. Asi, anticuerpos anti-integrinas, directamente dirigidos a los
receptores de integrinas aumentan la formacion capilar “in vitro”; este hecho sugiere
que larestriccion de especificas interacciones célula-matriz, puede aumentar la forma-
cion capilar, convirtiendo células endoteliales de un fenotipo proliferativo a otro dife-

renciado.

1.1.2.4 Interacciones intercelulares.
Podemos sefialar distintas proteinas de adhesion de la célula endotelial como inte-
grinas, selectinas, cadherinas, y miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas
[lamada CAMs  (moléculas de adhesion celular). EI componente V E-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 adhesion endotelio-plaquetar “ PE-
CAM-1" ( conocida como CD-31), es expresada por plaquetas y células derivadas de
lalinea mieloide, y es por otro lado especifica para las uniones interendoteliales.
Podemos sefidar que €l resultado de la inhibicion angiogénica es fruto de com-
plejas propiedades de las células endoteliaes, incluyendo la adhesion intercelular, las

interacciones de la matriz extracelular y regulacion del ciclo celular.

1.1.3 ANGIOGENESISTUMORAL

1.1.3.1 Angiogénesis en las lesiones preneoplasicas

La neovascul arizacion desempefia un papel clave en la carcinogénesis, la progre-
sion tumoral y e proceso metastasico. El paso desde la fase avascular a la vascular se
incluye dentro del proceso evolutivo del proceso neoplasico y generalmente es acom-
pafiado de rgpido crecimiento e invasiéon del tumor primario.

En 1977 Bremy Gullino % encontraron que en una hiperplasia mamaria induci-
da quimicamente en €l ratén, la formacién de nuevos vasos (visualizados por € trans-
plante del tejido al iris del congjo) fue iniciada mucho antes que cualquier formacién
tumoral. Ellos sugirieron la hip6tesis de que la angiogénesis puede ser una sefia del
proceso de transformacion de papilomas hacia carcinoma, que aparecia meses después.
Esta observacién experimental fue posteriormente observada con patologia humana %

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

la actividad angiogénica, en una linea de ratdn transgénico que expresaba un oncogen
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hibrido (RIP1-Tag2), primero aparecia en algunos clones de células pancreaticas hiper-
plasicas antes que la formacion tumoral.

Més recientemente Guinebretiere y col ' observaron que entre los pacientes
con enfermedad fibroquistica mamaria el riesgo de desarrollar cancer de mama esté re-
lacionada con la densidad vascular intralesional; similar observacion fue reportada por

Fregeney col.

que estudiaron el patron de vascularizacion en una serie de 58 casos
con lesiones proliferativas y no proliferativas de la glandula mamaria, encontrando que
las mujeres postmenopalsicas con enfermedades proliferativas de la mama tenian la
densidad de microvasos mas dta; ya que dichas lesiones proliferativas son a menudo
pre-cancerosas, la cuantificacién de la actividad angiogénica puede ser Util en la identi-
ficacion de mujeres con mayor riesgo de padecer cancer de mama.

Weidner y col. #* definieron las propiedades angiogénicas de la displasia cervi-
ca y de la neoplasia intraepitelia (CIN), precursores del cancer de cuello uterino. Las
lesiones méas avanzadas (CIN |11) presentaban una densidad de microvasos significati-
vamente més ata que las de bajo grado (condilomay CIN-I).

Estos estudios sugieren que en situaciones especificas la angiogénesis puede
preceder al desarrollo de tumores invasivos y que la determinacion de actividad angio-
génica puede ser Util paraidentificar lesiones benignas o pre-neoplésicas en ato riesgo

de transformacion a neoplasias invasivas.

1.1.3.2 La angiogenesis durante la transicién de hiperplasia a

neoplasia
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La adquisicion de un "fenotipo angiogénico” es un importante hecho en la tran-
sicién desde hiperplasia a neoplasia 8%, Asi, en estudios experimentales con ratones
transgénicos gque expresan un oncogén en las células Beta de los islotes pancredticos y
desarrollan una progresién desde estado normal hacia hiperplasiay posterior neoplasia,
se ha visto que la actividad angiogénicay consiguiente neovascularizacion preceden ala
formacion neoplésica %% demostrandose que los vasos sanguineos originados a raiz
del estimulo angiogénico contribuyen a crecimiento del tumor solido a mantener la
perfusion y por lo tanto laviabilidad e parénquima tumoral ™.

Durante € crecimiento tumoral e cambio a “fenotipo angiogénico” se muestra
estrictamente correlacionado con la adquisicion de propiedades de crecimiento progre-

sivo por la neoplasia 70142184269,

1.1.3.3 Angiogénesis en |os procesos neoplasicos
Los tumores solidos “in vivo” cuando alcanzan 1-2 milimetros de didmetro ne-

74,81,184

cesitan de nuevos vasos sanguineos para seguir creciendo, dicha neovasculariza-

cion tiene su estimulo inicial fruto de la liberacion de factores angiogénicos por las c&-
lulas tumorales o por las céulas inflamatorias >*?*3,

El resultado es un compleo proceso con multiples pasos que finalmente condu-
ce alaformacion de yemas vasculares y formacion de redes capilares originadas proba-
blemente de las vénulas postcapilares. El estimulo angiogénico se cree que ocasiona
diversos cambios en las células endoteliales, incluyendo disolucién de la membrana

basal, migracion, proliferacién y morfogénesis de la célula endotelial. Dicho proceso

parece estar regulada por un nimero de citokinas #°, fibrina >, moléculas de la matriz
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extracelular, integrinas y otras moléculas de adhesion ***%°

, enzimas proteoliticas, car-
bohidratos %%, carbohidratos unidos a protefnas **#8 hormonas esteroides *“*"* lipidos,
iones metdlicos y una gran variedad de sustancias de bajo peso molecular “°.

La entrada de los vasos sanguineos y otros componentes del estroma dentro del
volumen tumoral recuerda al tejido de granulacion reparativo %78 diferenciandose
en que el proceso reparativo se produce de forma limitaday en el proceso neoplésico la
expansion es continua acompafiado de un proceso vascular “crénico’ segun demanda
tumoral.

La estructura organizativa de la microcirculacion en el estroma tumoral no es tan
jerédrquica como en los tegjidos normales; |os tumores muestran cambios fenotipicos co-

mo vasos dilatados e irregulares 108,227,267

asi como una elevada proliferacion de células
endoteliales ***%®° y una elevada permeabilidad *****. En definitiva, los vasos sangui-
neos asociados a tumor desarrollan una membrana basal mas debilitada, y tienen me-
Nnos pericitos e inervacion; aspectos todos ellos que pueden contribuir a una mayor per-
meabilidad de los vasos sanguineos; que puede asimismo verse favorecida por diversas
citokinas como € factor de crecimiento vascular endotelial (VEFG) que es secretado
por diversos tipos de células tumorales.

Estas multiples alteraciones en la funcion de los vasos sanguineos y su arqui-
tectura pueden ocasionar cambios en € aporte de flujo y originar trastornos en €l inter-
cambio de metabolitos que pueden originar una alta presion intersticial en e interior de
los tumores solidos que comprometeria la penetracién de nutrientes a las capas mas
profundas y conducir a necrosis local debido a que la perfusion tumoral parece ser insu-

ficiente, a pesar del continuo proceso de neovascularizacion >33,
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1.1.4 MODELOS EXPERIMENTALES PARA ANALIZAR LA RESPUESTA

ANGIOGENICA

Desde los estudios clésicos sobre morfogénesis y permeabilidad de los nuevos

3236269 g han redlizado un elevado nimero de estudios “in vivo® e

vasos sanguineos °
“in vitro” encaminados a comprender e “fenémeno angiogénico” 2. Sefidar que la
utilizacién de polimeros inertes, con capacidad de liberacion sostenida de factores an-

giogénicos o antiangiogénicos ****#?% ha sido de gran interés para agunas de |as técni-

cas experimentales.

1.1.4.1 Modelos*“ in vivo “

Incluyen model os donde |a respuesta angiogénica puede ser analizada en &reas es-
pecificas y en condiciones controladas. Asi podemos sefidar el uso de corneas de co-
ngjo "% rata ® ratén o del cerdo de Guinea que constituyen un lugar apropiado para
demostrar € proceso de neovascularizacion , ya que normalmente son completamente
avasculares y los neovasos pueden ser distinguidos de los vasos del limbo, permitiéndo-
nos un substrato transparente en e que podemos monitorizar la respuesta angiogénica
3906110213214 F| estimulo inductor de la neovascularizacion es producido por lesiones,
tumores o polimeros una vez implantados en la zona central corneal. Otro modelo utili-

2,7,75,196,247

zado ha sido la membrana corioa antoidea 0 €l saco vitelino del embrién de
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pollo 3 que poseen un sistema inmune inmaduro permitiendo e crecimiento de injer-
tos. Otros sitios inmunol 6gicamente privilegiados utilizados han sido: la "bolsa" en la

mejilla, la camara anterior del ojo del hamster *, e saco dorsal aéreo, el método "blis-

ter" 242’ d mesenterio 192-194,271.

Se han utilizado también implantes subcutaneos de cilindros de poliuretano "2

y las esponjas de acohol polivinilo, conteniendo polimeros que son liberados lenta-
mente a través de los microporos ®; Asi como e implante subcuténeo de matrices que

actlan como iniciadores de la angiogénesis y permiten la introduccion de sustancias test

*® y laintroduccién de células o farmacos en aginato %%+

1.1.4.2 Modelos “ in vitro”
El fendmeno angiogénico ha sido estudiado morfologicamente por diferentes

sistemas in vitro 228113183 Degyiés de la introduccion de métodos para cultivo de cé

100,131

lulas endoteliales se comprobé que éstas, aisladas tanto de pequefios como gran-

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

tienen bajo condiciones de cultivo apropiadas 83149.160.178.208.

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

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

160, 84,179

como vena humana umbilical aorta bovina % capilares bovinos y capilares de

ratas 164,234.
Los resultados de los estudios han permitido establecer diferentes parametros
entre |os que podemos sefidar el grado de recubrimiento de una superficie denudada en

una capa confluente de células endoteliales; en estas condiciones, la migracion de célu-
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las endoteliales da un valor cuantificable de la respuesta angiogénica 2. Un segundo
aspecto estudiado ha sido la quimiotaxis y quimiocinesia de las células endoteliaes

usando diferentes procedimientos *%°2°*

tales como el ensayo fagocinético en € que las
células se mueven sobre una monocapa de oro y fagocitan las particulas coloidales,
dejando “ huellas migratorias’ 2** También se ha comprobado e grado de proliferacion
endotelia en cultivos con factores test, que es determinada por la sintesis o € contenido
de DNA %4

Los estudios “in vitro” nos han permitido analizar los cambios en la funcién de
las células endoteliales durante la angiogénesis, asi como las modulaciones en la pro-

3

duccion de citokinas 2 actividad fibrinolitica , sintesis de la lamina basal ,la formacion

de vasos con relacion a estroma %1%

0 €l papel de los pericitos en la angiogénesis
usando co-cultivos tanto de pericitos como de células endoteliales *-
Estas posibilidades para e estudio "in vitro " de la angiogénesis se han visto re-

forzadas por la posibilidad de ensayos tridimensionales 103162272

1.1.5 NUEVOS ENSAY OS SOBRE ANGIOGENESIS

En la Ultima década la investigacion bésica sobre angiogénesis se ha de-
sarrollado de manera importante y varios estudios experimentales independientes de-
mostraron que el crecimiento tumoral y la progresion neoplésica son angiogénico-

dependiente ® asi como su relacién con la posibilidad de metéstasis a distancia *

6,125,197.
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El conocimiento de esta relaciéon ha originado que numerosas investigaciones se
hayan encaminado ala identificacion de reguladores inhibidores de la angiogénesisy la
caracterizacion de su mecanismo de accion. En la actualidad se encuentran bajo inves-
tigacion en ensayos clinicos diferentes inhibidores de la angiogénesis por la FDA:

TNP-470 (Derivado de lafumagilina). Ensayos en fase I

SQUALAMINE. Ensayos en fase |

VITAXIN. Ensayos en fase |

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

cancer de pancreas, pulmon, géstrico, mamay glioma.

RhuMab VEFG. Ensayos en fase ||

TALIDOMIDA. Ensayos en fase Il en sarcoma de Kaposi, cancer de mama y

préstata.

INTERFERON ALFA-22

LINOMIDA

DS-4152 (TECOGALAN SULFATO POLISACARIDO)

SU5416. Ensayos en fase |

Bay 12-9566. Ensayos en fase |1 en cancer de pancreas'y pulmon.

AG3340. Ensayos en fase |11 en cancer de pulmon.

Col-3. Ensayos en fase |

CM101. Ensayosen fase .

Junto aestos hay que sefidlar nuevos productos; e primero descubierto por Da-

vid A. Cheresh y colaboradores en e Instituto Scripps, que consiste en una proteina que
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al bloguear a 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 proteina angiostatina,
que puede ser liberada por € propio tumor y originada a partir del plasminégeno
1297.98.1%6 que fue descubierta en la orina del ratén por Michael S. O'Reilly **°. Se ha
comprobado que en estudios experimentales con ratones puede detener e crecimiento

%2159 tanto en e primario tumoral como en sus metéstasis *’%;

de los vasos sanguineos
asi, en tumores implantados en |os ratones a los que se les permitié crecer hasta un de-
terminado tamafio, tras la administracion de la angiostatina se comprob6 que regresaba
el tamafio hasta hacerse microscépico y permanecian en dicha situacién tanto tiempo
como tiempo fuese administrado el producto *°%2%0241:29

Un tercer factor, la endostating, ha sido recientemente aislado. Puede ser libera-
da por € tumor, es € fragmento de 20 Kda C-terminal del colageno XVIII. Se ha com-
probado en estudios experimentales que puede parar € crecimiento tumoral y causar su
regresion -

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

esta planeando la realizacién de ensayos clinicos con estos nuevos el ementos.

1.2. ACCION DE LASRADIACIONES SOBRE LA MICROCIRCULACION

Los estudios realizados establecen que una de las dianas mas importantes sobre
la que actlan las radiaciones ionizantes en los tejidos de mamiferos (en las dosis tera-

péuticas utilizadas) es la microcirculacion y mas concretamente la célula endotelial.
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La sensibilidad de la céula endotelia a las radiaciones tanto in vivo
0699,123.219.260 omg jn vitro “46:137150169.207.220222 K7 §ido analizada por numerosos autores,
demostrandose una dosis dependencia de lalesion celular.

Dada la estrecha relacion entre angiogénesis y crecimiento neoplasico, es proba-

ble que la radiolesion de la microcirculacion condicione modificaciones en ambos ca-

SOS.

1.2.1 ALTERACIONES MORFOLOGICAS

Las alteraciones morfoldgicas de la célula endotelial fruto tanto de dosis letales
como de subletales han sido descritas en detalle tanto en cultivos **” como en muestras
de tgjidos mamiferos irradiados.

El capilar es la estructura que manifiesta morfol 6gicamente de forma més precoz
el dafio radioinducido. Los primeros dias 0 semanas tras la radiacion e endotelio mues-

tra cambios evidentes tales como retraccion 16621

pleomorfismo o vacuolizacion. Las
células vacuoladas tienden a desprenderse, produciendo éreas de denudacion de la basal
y oclusién de la luz capilar por detritus y microtrombos. Ocurre entonces agregacion
plaquetariay se producen trombos fibrino-plaquetarios que ademas obstruyen el capilar.
Algunos capilares se pierden permanentemente y son sustituidos por cordones fibrosos,
otros se obliteran temporalmente y eventualmente se recanalizan ?**. La intensidad de
estos fendbmenos se ha visto que es dosis dependiente.

Asociado a la pérdida celular endotelial pueden encontrarse cambios reactivos y

regenerativos, como el engrosamiento y elongacion de nucleos celulares, figuras de

mitosis y presencia de pares 0 grupos de nicleos en puntos determinados de un vaso,
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desprovisto por lo demas de elementos endoteliales. En ocasiones estos grupos parecen
ocluir totalmente la luz del vaso ®?'*. Ademés, puede existir cierta neovascularizacion

alin en ausencia de proliferacién endotelial efectiva ®**

1.2.2 ALTERACIONES FUNCIONALES

Es bien conocido € incremento en la permeabilidad vascular tras la irradiacion,
tanto en estudios con radiotrazadores como en tinciones vitales u observaciones ultraes-
tructural es 61,63,107,153,165,181,258 .
S6lo algunas de las funciones de las células endoteliales han sido estudiadas con

relacion a la interaccion con las radiaciones ionizantes 3/6472114245,258,265-6

sefialar asi-
MiSmMO gue es escaso huestro conocimiento sobre el efecto de las dosis subletales sobre

laintegridad funcional del endotelio.

1.2.3 PARAMETROS RADIOBIOLOGICOS

Algunos de los estudios iniciales, usando células endoteliales de la vena umbili-
cal, mostraron una inhibicion del crecimiento en torno a 37% con dosis de 1.6 Gy y
completa inhibicion con dosis de 7.5 Gy. La inhibicién del crecimiento fue dosis-
dependiente y la disminucion en la eficacia de union fue descrita con células endotelia-
les de aortas bovinas cuando fueron expuestas a dosis simples entre 2.5 y 20 Gy **'.
Estos efectos fueron mayores que los observados en miocitos bajo las mismas condi-
ciones. Explantes de células de las intimas de aortas de congjos 0 monos mostraron una

reduccion del 50% en el crecimiento tras dosisde 2 Gy y del 99% tras dosis de 7.5
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Gy " Estas células fueron ademés més sensibles que las células de la capa medial (pro-
bablemente miocitos) y que células de la adventicia (presumiblemente fibroblastos) de

los mismos vasos. "t

Existen numerosos ensayos clonogénicos dirigidos a cuantificar la radiosensibili-
dad de |as células endoteliales procedentes de diversos érganos de mamiferos %", De

éstos se obtienen globalmente las siguientes cifras:

Do =1,01 (Célula endotelial aorta bovina) - 1,57 Gy (Célula endotelial porcina)
n= 1,21 (célulaendotelial 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 .

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

222

grado-dependiente

1.2.4 CRONOLOGIA
La pérdida del arbol vascular en conjunto se inicia, para los pequefios y medianos
vasos, unos dias después de la irradiacion, de manera lenta 'y progresiva, con variacion

de un érgano a otro: En & pulmén aparece tan rgpido como un dia después de unadosis
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simple de 20Gys en € hemitorax de la rata y puede detectarse en ratones a las pocas
horas.

A los tres meses ha desaparecido e 50% de los microvasos y no se alcanza €l
100% hasta el séptimo mes. Paralos vasos de mayor calibre (més de 16 um) la latencia
es bastante mayor; Al tercer mes apenas han disminuido, lo hacen a partir de entoncesy
hasta |os nueve meses ?*

En sistemas vasculares simples la pérdida de células endoteliaes tras la irradia-
cién es bastante precoz. EI marco radiobiol6gico vendria dado por la destruccién tem-
prana de una pequefia fraccion de células endoteliales de ciclo celular corto y con Al-
fa/Beta alto, a diferencia del resto de componente endotelial *** 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 e retraso en el crecimiento

14,25,172

gue experimenta un tumor implantado en un lecho irradiado 0 desde un punto de

vistamés amplio el conjunto de cambios observables en estas circunstancias %%

Aungue se han intentado reproducir con otros agentes lesivos como hipertermia o qui-
mioterapia, 10s resultados han sido negativos y por consiguiente este efecto lecho puede
considerarse sinénimo de efecto lecho irradiado 2.

La experimentacion sobre TBE se harealizado a través de inoculaciones direc-

147,183,232,248-251

tas de tumor en territorios irradiados 0, en estudios clinicos, por observa-

cion de laevolucion de recidivas en lecho irradiado.
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Fue descrito por primera vez por Stenstron y col en 1955 aunque se sefialan 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 e fendmeno: Summer %' Clifton ** Hewitt and Blake ** Uranoy Suit *°, y otros
orientados a considerar |os posibles mecanismos implicados *>117132175.251.257:259
Se considera como & mecanismo principal de TBE la reducida capacidad del

135, 251.

estroma para vascularizar a tumor - asf, Van der Brenk y col %

encontraron que la
formacion de yemas capilares en e lecho tumoral en respuesta a implante de células
tumorales fue inhibida considerablemente por la irradiacion previa del lecho, pudiendo
reducir hasta en un 50% & flujo a tumor que crece en lecho irradiado.

Es generalmente aceptado que € fendmeno TBE es por expresiéon de tejidos de
respuesta tardia, basicamente de proliferacion lenta (p.e. € endotelio vascular); sin em-
bargo una andlisis usando € modelo lineal cuadrédtico muestra que e cociente Al-
fa/Beta esigual a 6.2, valor que esta en € limite para valores alfalbeta de tegjido de res-

puesta aguda.

1.3.1. COMPORTAMIENTO DE UN TUMOR EN LECHO IRRADIADO

Un tumor creciendo sobre lecho irradiado 1o hace mas lentamente que sobre le-
cho normal, este retraso en e crecimiento va acompafiado de una disminucion en €l
aporte vascular del lecho irradiado a las exigencias de la neoplasia en crecimiento 3%
Asimismo utilizando como pardmetro cuantificable la TD50 (nimero de células

tumoral es 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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ciéon del tumor, los valores finades de TD50 son siempre menores en lecho irradiado.

6,176,262

Otro aspecto descrito es que un tumor creciendo sobre lecho irradiado da méas
metéstasis 131©2%2 dato més discutible ya que los trabajos al respecto sefidlan que a
igualdad de tamario del tumor, € que ha crecido sobre lecho irradiado ha dado mayor
nimero de metastasis que e que lo ha hecho sobre lecho control, sin embargo hay que
sefidlar que € intervalo temporal en el primer caso es mayor (dado que sufre retraso en
el crecimiento necesita mas tiempo para alcanzar el mismo tamafio que el control) con
lo que existe una nueva variable no bien cuantificada, que puede tener influencia en la
aparicion de metéstasis, asimismo sefialar que las condiciones de crecimiento en lecho
irradiado pueden seleccionar un determinado fenotipo celular con capacidad de creci-

miento en condiciones de hipoxiay quizés de dar mayor nimero de metastasis.

Un cuarto hallazgo es que responden peor a tratamiento radiol6gico o citostati-
co. Como se ha comentado, el crecimiento neoplésico sobre lecho irradiado es sobre un
lecho con peor vascularizacién, donde existe mayor grado de necrosisy € pH y la pre-
sion parcial de oxigeno 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 citostaticos o radiol 6gicos se ve seriamente com-

prometida 017>
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1.3.2ELEMENTOS MODIFICADORES DEL TBE
La presencia o intensidad del Tumor Bed Effect puede verse afectada por diver-

sos factores entre |os que podemos sefialar:

1.3.2.1. Dosis

El efecto TBE es dosis-dependiente 1. Las curvas dosis-respuesta para TBE
presentan una forma sigmoidea ?® El efecto se manifiesta timidamente cuando € lecho
ha recibido valores de dosis que oscilan entre los 5y los 10 Gy, a partir de ahi aumenta
de manera abrupta hasta una dosis de 20-30 Gy, en donde se establece un “plateau” que
se mantiene hasta dosis de a menos 60 Gy *™. La forma de la curva puede variar de-
pendiendo de otros factores, pero sobre todo del pardmetro utilizado para su cuantifica-
cién »°: tasa de crecimiento del tumor, tiempo invertido en alcanzar un determinado

tamano...

1.3.2.2 Tiempo
De los estudios experimentales puede extraerse que las ateraciones bioldgicas
responsables del TBE son solo temporales. S e intervalo irradiacién-inoculacion exce-
de los 200 dias, los pardmetros receptividad y produccion de metastasis son indistintos
al grupo control; en tanto que e retraso en e crecimiento se mantiene modestamente.
La alteracion suele ser mayor para todos los parametros cuanto menor es €l intervalo

citado.
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1.3.2.3 Estirpe tumoral

Si la lesion radioinducida sobre € estroma fuese la Unica causa que afectara a
TBE, este fendmeno seria independiente del tipo tumoral. Experiencias previas *’? han
demostrado que aspectos como €l retraso en el crecimiento o e tiempo potencial de do-
blaje podian afectarse no sdlo por la existencia de células irradiadas a atas dosis, sino
también por € tipo de células irradiadas; asi 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 12

1.3.2.4. Fraccionamiento
Trott y Kummermehr han mostrado que para e adenocarcinoma 284 el fraccio-
namiento afectaba a TBE (p.e mayor recuperacion con dosis.split) Otras experiencias
han ido dirigidas a evaluar laimportancia del fraccionamiento en condiciones de mayor
0 menor hipoxia (existe un mayor efecto del fraccionamiento en tumores oxigenados y
en la ausencia de reoxigenacion, la conclusion fue que las células aerdbicas se recupera-

ban més que las hipoxicas).

1.3.2.5 Hipoxia
En condiciones normales € tejido responsable del TBE se encuentra bien oxige-
nado, s cambiamos las condiciones a hipoxicas en e momento de la radiacion, se pro-
duciria una marcada reduccion del fendmeno TBE, con mayor repercusion sobre e 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 fraccién. Sin embargo no influyen sobre TBE

1.3.2.7 Radioprotectores

Se ha descrito radioproteccion 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 mas efectivas en € tratamiento curativo o
paliativo de la enfermedad neoplésica; e resultado final puede ser la eliminacion total o
parcial del tejido tumoral quedando el lecho irradiado con o sin tumor viable. La per-
sistencia neoplasica o posterior recidiva en lecho irradiado experimenta una evolucion
caracteristica que no ha pasado desapercibida paralos clinicos e investigadores; fruto de

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

1.3.3.1 Estudios Clinicos
El andlisis de la evolucion de un tumor creciendo en lecho irradiado- bien por
persistencia, recidiva o metastasis- y no subsidiario de rescate quirdrgico, es la Unicavia
ética de obtener informacién al respecto. Sefialar que la relevancia clinica del TBE no

esta clara, ya que es innecesario recurrir a dicho fenémeno para explicar la radiocurabi-
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lidad de los tumores humanos y es improbable que la absoluta posibilidad de recidiva
fuese modificada por dicho efecto.

Rosving ?*° en 1919 apunt6 la posibilidad de que la utilizacion de la radioterapia
en pacientes con carcinoma mamario se relacionara con un aumento en el nimero de
metéstasis. Su trabajo motivo la realizacion de numerosos estudios; unos confirmaban
su teoria, otros obtenian conclusiones distintas: asi los datos obtenidos por Easson y
Fisher indicaban que € tratamiento convencional radioldgico postoperatorio podia au-
mentar e ndmero de metéstasis a distancia; Host and Brennhove ** compararon pa-
cientes en Estadio Il de mama que siguieron tratamiento exclusivo vs cirugia més ra-
dioterapia encontrando que la irradiacion disminuia la incidencia de la recidiva local,
pero encontraron mayor numero de metastasis en pacientes irradiadas, similares resulta-

20 v Dao *. La publicacion de los resul-

dos han sido reportados por Biller ® Roswitt
tados obtenidos por Dao y Kovaric **, que encontraban mayor incidencia de metéastasis
cutaneas y pulmonares ipsilaterales en pacientes que habian recibido radioterapia toraci-
ca tras mastectomia, respecto a las que recibieron tratamiento quirdrgico exclusivo, ha
sido muy criticado por otros autores porgue la muestra parecia sesgada a favor del gru-
po quirdrgico y por las inaceptables complicaciones secundarias a la radioterapia 2%

En otros casos |os resultados sefialaban el beneficio terapéutico tanto en irradia-
ci6én preoperatoria como postoperatoria: Krebs **”; Chu'y col ** utilizando técnicas de
irradiacion similares a las descritas por Dao y Kovaric observaron una mayor supervi-
vencia a los 5 afios en pacientes con axila apical positiva que recibieron radioterapia

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

rioridad confirman este resultado, asi |a radioterapia clinica presenta infinidad de gjem-
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plos en los que € paciente sin evidencia de enfermedad es sometido a radiacién preci-
samente con la intencidn de disminuir €l riesgo de aparicion de recidiva neoplasica o de
metéstasis. La justificacion de esta practica y su interpretacion en cuanto a eficacia

estriba en la eliminacién de focos neoplasicos microscopicos.

1.3.3.2. Estudios experimentales
Diversos estudios experimentales han sido realizados con diferentes tipos tumo-
rales con €l objeto de obtener informacion sobre los efectos de la irradiacion sobre
ciertos pardmetros del crecimiento tumoral %*°; por la naturaleza de nuestro estudio nos
referiremos a los realizados con irradiacién del lecho receptor previa al implante del
tumor. Se intenta en ellos que la presencia de células neoplésicas en € lecho receptor se
produzca con posterioridad a momento de la radiacion, realizando € implante de in6-

147,183,232,248-50,263’ o tras inocu-

culos celulares o trozos de tumor en lecho ya irradiado
lacion intravascular directa de células neoplésicas * con apetencia metastésica por €l
lecho receptor previamente expuesto a las radiaciones.

La importancia del lecho fue resefiada por los estudios de Koike y col * que
observaron que tras la administracion de 1500 rads a higado tres dias antes de la ino-
culacion intraportal de células asciticas de Erlich provocaba un aumento del nimero de
tumores hepéticos frente a los animales control. Mé&s recientemente, Dao y Yogo
encontraron un incremento en e ndmero de metéstasis pulmonares tras irradiacion
pulmonar de ratas de la cepa Sprague-Dawley y posterior inoculacion endovenosa de

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

dos por nuestro grupo de trabgjo tras irradiacion pulmonar de ratones de la cepa
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C56/BL6 y posterior inoculacién endovenosa de células tumorales de melanoma B16
202 5in embargo, otros estudios concluyen con resultados que apuntan a un retraso en el
crecimiento tumoral 147183232248-50.263 of ||amado efecto lecho tumoral o TBE .

Otros trabajos experimentales encaminan sus objetivos a aclarar posibles in-

a # intervalo tempora entre irradia-

fluencias sobre e TBE segun: € tipo tumor
cion e implante *® TBE y TD50 **%° (ntimero de células tumorales requeridas para

asegurar que el 50 % de los animales implantados desarrollan € tumor).
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2.0BJETIVOS



2.1

2.2.

2.3.

24,

Observar si € efecto lecho condiciona variacién de la respuesta angiogénica

estimulada por un tejido fuertemente inductor como es el tumoral.

Determinar s la irradiacion del lecho receptor, del tejido tumoral o bien de am-

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

Comprobar s se producen diferencias en € crecimiento tumoral s dejamos pa-
sar un intervalo temporal entre la irradiacion del lecho, del tumor o de ambos y

el implante.

Cotgjar los resultados obtenidos con fragmentos de un milimetro cibico de me-

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

de células cultivadas in vitro de melanoma ,sin células endoteliales, ni matriz.
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3. MATERIAL Y METODO



3.1 DISENO GENERAL
Con la finalidad de alcanzar los objetivos descritos, hemos utilizado como ani-
mal de experimentacion la cepa de ratones de la cepa C57BL/6, cepa de referencia en el

112,128,203

campo de la investigacion experimental en oncologia , como agente lesivo las

radiaciones ionizantes y como modelo experimental el melanoma murino B16 variedad
F10 por su reconocida capacidad angiogénica y metastasica, °20970-145189.190

Inicialmente realizamos implante bien de un milimetro clibico de melanoma,
tanto como tumor sdlido con su estroma, bien células de melanoma cultivadas in vitro y
en nimero equivalente ala muestra de tumor sélido y obtenidas de la muestra parental,
consignandolos como serie control en ambos casos. Tras dejar a los animales evolucio-
nar en un rango entre 7 y 35 dias tras implante y analizar |os resultados, establecimos
gue €l intervalo éptimo hasta el sacrificio fue de catorce dias, fecha en la que € tumor
alcanzaba entre 1,5 y 2 centimetros cubicos, a menor intervalo y tamafio tumora no se
apreciaron metéstasis a distancia'y a mayor intervalo temporal muchos animales falle-
cian por e crecimiento tumoral y metastasis.

Al redlizar la necropsia de los animales procedimos a la recogida de datos en-
contrados como: las dimensiones del tumor alcanzadas, existencia de metéstasis linféa-
ticas y/o hematOgenas, signos de neovascularizacion en el lecho tumoral, consignando-
los en la hoja de recogida de datos establecida a efecto (Anexos1y 2)

Una vez obtenidos estos datos en las series control, establecimos diferentes gru-
pos experimentales basados: en € tipo de elemento irradiado (lecho 6 tumor), en €l

intervalo entre irradiacion e implante (inferior a 24 horas o una semana) o en €l tipo de

implante tumoral utilizado (tumor solido o suspension celular); obteniendo un total de
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quince series (2 series control, 12 series experimentales y una especia de larga dura-
cién), cada una de las series con diez animales. A los catorce dias tras e implante tumo-
ra se procedia a sacrificio de los ratones y ala recogida de datos para su posterior ana
lisis, recogiendo los datos de las dimensiones tumorales a canzadas para el estudio esta-

distico asi como muestras para su estudio microscopico

3.2 ANIMAL DE EXPERIMENTACION:

Hemos utilizado la cepa consanguinea de ratones C57 BL/6, desarrollada por
Little en 1921 después de cruzar la hembra nimero 57 con e macho nimero 52. Fue
introducida en el Jackson Laboratory en 1948 (generacion F-22) y posteriormente en la
empresa IFFA  CREDO en 1981 (generacion 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 €l andlisis estadistico, 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 e estu-
dio estadistico 13 fallecieron por problemas durante la intervencién, en 31 animales se
comprobo en el recuento celular previo a implante que € nimero de células viables era
muy escaso, por 1o que se repitieron; 11 animales no fueron sacrificados el dia catorce
tras implante, aunque se procedié arealizar el mismo proceso de sacrificio, recogida de
datos y necropsia que nos posibilitaran analizar aspectos relativos ala evolucién tumo-

ral tanto a nivel del lecho como a distancia, a distintos interval os temporales (sus resul-
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tados seran analizados aparte); finalmente en los 19 animales restantes no se cumplié el
plazo entre irradiacién e implante por lo que se utilizaron para realizar control fotografi-

co de laevolucion del lecho irradiado.

3.2.1 CARACTERISTICAS DE LOS RATONES C57 BL/6

Pelgje y 0jos negros. Extremidades finas. Talla bastante pequeia. Se reproducen
fécilmente. 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 toxicologia y farmacolo-
gia, experimentacion infecciosa **°, inmunologia **’ y gerontologia. En € terreno de la
Oncologia su uso es frecuente, tanto por la posibilidad de estudio de tumores inducidos
(tumores subcuténeos por 3-metil-colantreno (Kouri, 1973); tumores cutaneos tras ex-
posicion a DMBA (Thomas, 1973); linfomas por administracién oral de colantreno
(Akamatsu,1974 )) como para la investigacion con cepas tumorales trasplantables (ade-
nocarcinoma mamario BW 10232, Leucemia mieloide C 1498, carcinoma de células
prepuciales ESR 586) *2'?8 siendo muy habitual su utilizacién como modelo experi-
mental con la linea de melanoma B16. Elegido con frecuencia como animal de estudios

con radiaciones ionizantes*1%128:203
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3.2.2. CRITERIOS DE INCLUSION

3.2.2.1. Sexo:
Los animales elegidos para € estudio han sido todos machos, para evitar pos-
bles alteraciones debidas a factores hormonales %*%° Para & mantenimiento de la

lineacelular “in vivo” subcutanea, se usaron hembras sin limitacion de edad.

3.2.2.2. Edad:
Laedad delos animales al inicio del experimento oscilo entrelasocho y diez
semanas. El animal ha completado su desarrollo y esta cerca de su maximo peso, que

alcanza en la undécima semana 1%,

3.2.2.3. Peso:
Se rediz6 control pondera de los animales con bascula de precision Mettler PM
2000 ® (GERM WEBER, S.A.), siempre antes de la induccion anestésica. Del total de
214 animales incluidos a estudio € rango del peso en gramos oscilé entre 22,6 y 28

gramos, siendo lamedia global de 24,5 gramos.

3.2.3. MANTENIMIENTO Y CUIDADOS

La administracién de agua y comida fue segin demanda y la temperatura am-
biente oscil6 entre 24 +/- 2 grados centigrados. En cada jaula se coloc6 un solo animal,
lo que permitié un mejor control de su evolucién. Tanto la comida de los animales como

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

Durante €l periodo experimenta los animales se mantuvieron en jaulas tipo 500
de Macrol6n con rejas apilables de acero inoxidable (22 x 22 x 14,5 cm), superficie ba-
sal de 500 cm *Cada jaula fue identificada con los siguientes datos: Departamento que
Ileva a cabo el estudio, cepa de animales, fecha de inicio del experimento, serie de estu-
dio, nimero 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
parasitos.

La normativa de “Lineas Directrices Relativas a Alojamiento y a Cuidado de
los Animales Del Consejo de las Comunidades Europeas’ " se cumplio para los aparta-
dos de superficie por animal, ventilacion, temperatura, humedad, iluminacién, ruidos,

sistemas de alarmay sacrificio.
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3.2.4. PROCEDIMIENTOS ANESTESICOS

Para la irradiacion, implante y necropsia, se procedié a induccién anestésica de
los animales por medio de inyeccion intraperitoneal, a distintas dosis segin e momento

experimental.

3.2.4.1. Pararealizar lairradiacién e implante:

Anestesia superficial mediante aplicacion intraperitoneal con:
ketamina + clorbutol: 0,07mgr/gr de peso (Imalgene O Lab). (Rhone Merieux)
+

tiazina: 0,01 mg/gr. de peso (Rompuin O Lab). Bayer)

3.2.4.2. Previo a la necropsia.

Anestesia profunda mediante la aplicacién intraperitoneal con:

ketamina +clorbutol: 0,14 mgr/gr de peso (Imagene OLab.Rhone Me-
rieux)
+

tiazina:0,02 mgr/peso (Rompun OL ab. Bayer)
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3.3 SERIESEXPERIMENTALES:

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 sdlido, un grupo control de implante de suspension celular, 6 grupos experimen-
tales con tumor sdlido y seis grupos con implante de suspension celular, que fueron

asignados de la siguiente manera:

3.3.1. GRUPOS SEGUN TIPO DE IMPLANTE TUMORAL
Si el implante era de tumor solido correspondiaalos grupos| alll

Si e implante era de suspension celular correspondiaalos grupos [V a Vi

3.3.2. GRUPOS SEGUN INTERVALO IRRADIACION E IMPLANTE

Si d intervalo entre irradiacion e implante era inferior a 24 horas se indicaba
como A.

Si e intervalo entre irradiacion e implante era de siete dias se indicaba con la le-

traB.

3.3.3. GRUPOS SEGUN ELEMENTO IRRADIADO
Si serealizabairradiacion del lecho se indicaba como grupo | 6 IV
Si serealizabairradiacion exclusiva del implante como grupo |1 6 V

Si serealizabairradiacion de ambos como grupo |11 6 VI
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3.3.4 GRUPOS CONTROL

Se realiz6 un grupo control de implante tumoral sdlido y otro de indculo de sus-

pension celular. No se realiz6 irradiacion ni de implante, ni de lecho. De €ellos se obtu-

vieron datos como el volumen tumoral alcanzado alos 14 dias, la existencia de ganglios

afectos o metastasis hematdgenas.

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 oscild

entre 21 y 28 dias. Este grupo sera analizado Unicamente en € epigrafe de Efecto lecho

tumoral.
ESQUEMA RESUMEN DE LAS SERIES
SERIES DOSIS (Gy) INTERVALO RT-IMPLANTE MODELO TUMORAL
LECHO |TUMOR |<24HORAS |7 DIAS SOLIDO |SUSPENSION
CONTROL T.S* |0 [0 T ST O OOV VTV Si
CONTROL S.C.* |0 [0 T OO Tr T UrUTU FEVTTTT Si
A 80 0 Si Si
IB 80 0 Si Si
A 0 80 Si Si
1B 0 80 Si Si
1A 80 80 Si Si
1B 80 80 Si Si
IVA 80 0 Si Si
IVB 80 0 Si Si
VA 0 80 S| Si
VB 0 80 Si Si
VIA 80 80 Si Si
VIB 80 80 Si Si

C.T.S. EQUIVALE A SERIE CONTROL DE TUMOR SOLIDO

C.S.C.EQUIVALE A SERIE CONTROL DE SUSPENSION CELULAR




3.3.6. RELACION DE LAS SERIES EXPERIMENTALES

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

do.

GRUPO I: Irradiacion del lecho receptor e implante de tumor solido no irradiado.
SUBGRUPO |A: El intervalo entre la irradiacion del lecho e implante fue infe-
rior a 24 horas.

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

siete dias

GRUPO II:  Irradiacion de tumor solido e implante en lecho no irradiado.
SUBGRUPO IIA: El intervalo entre lairradiaciéon del tumor solido y € implante
en lecho no irradiado fue inferior a 24 horas.
SUBGRUPO IIB: El intervalo entre lairradiacion del tumor sdlido y su implante

en lecho no irradiado fue de siete dias

GRUPO I11: Irradiacion tanto del lecho como del implante de tumor solido
SUBGRUPO IIl1A: El intervalo entre la irradiacion del lecho y e implante de
tumor solido irradiado fue inferior a 24 horas
SUBGRUPO II1IB: El intervalo entre la irradiacion del lecho y € implante de

tumor solido irradiado fue de siete dias.
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GRUPO CONTROL SUSPENSION: Implante de suspensién celular en lecho no irra

diado

GRUPO IV: Irradiacion del lecho receptor e implante de suspension celular tumoral no

irradiada

SUBGRUPO IVA: El intervalo entre irradiacion del lecho y e implante de la
suspension celular no irradiada fue inferior a 24 horas.
SUBGRUPO IVB: El intervalo entre irradiacion del lecho receptor y € implante

de suspension de melanoma no irradiada fue de siete dias.

GRUPO V: Irradiacion de suspensién celular de melanoma e implante en lecho no irra-

diado.

SUBGRUPO VA: El intervalo entre irradiacion de la suspension celular y su
implante en lecho no irradiado fue inferior a 24 horas.
SUBGRUPO VB: El intervalo entre irradiacion de la suspension celular y su

implante en lecho no irradiado fue de siete dias

GRUPO VI: Irradiacién tanto del lecho receptor como de la suspension celular de mela-

noma

SUBGRUPO VIA: El intervalo entre la irradiacion del lecho receptor y e im-
plante de suspensién celular de melanoma fue inferior a 24 horas.
SUBGRUPO VIB: El intervalo entre la irradiacion del lecho receptor y € im-

plante de la suspension celular de melanomairradiada fue de 7 dias.
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GRUPO ESPECIAL DE SEGUIMIENTO SOBRE LECHO IRRADIADO

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

Superior a catorce dias.

Cada procedimiento de irradiacién, implante y necropsia, con su fecha, nimero

de estudio y grupo se registro:

1)

2)

3)

4)

5)

En la etiqueta de la jaula identificada con el niUmero de Grupo y animal de estu-
dio

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

En € libro del Laboratorio

En €l libro de Anatomia Patoldgica, consignando €l nimero de Grupo y animal
de estudio.

En la hoja de recogida de datos macroscOpicos y microscédpicos cuando se reali-

zabalanecropsia. (Anexo 2)

3.4 MODELO TUMORAL

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

Melanoma B16-F10. La linea parental fue aislada a partir de la aparicion espontanea de

un melanoma en la base de la orgja de un ratén de la cepa C57BL/6 (utilizada en nuestro

estudio), aislada por el Jackson Laboratory *%%2%
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Lalinea parental de Melanoma B16 es transplantable dentro de la cepa singénica
por inyeccion subcuténea, fécil de mantener en cultivo **° y presenta en su linea origi-
nal unamarcada capacidad angiogénica 1 y metastasica

De lalinea parenteral original se han ido separando una serie de variantes, cada
una de las cuales destaca por un comportamiento caracteristico: B16-BL6 (altamente
metastésico); B16-F1 (pobremente metastasico); B16 5 (amelandtico, metastasis espon-
taneas); B16-F10 (especificidad y rendimiento en metastasis pulmonares); B16-010
(metéstasis ovéricas) 6 B16-PA4M (metéstasis ganglionares) 203239148,

La variante utilizada en nuestro estudio por su reconocida capacidad angiogénica

y Mmetastasica °20970142189190 13 qido |a de Melanoma B16-F10, aislada por Fidler en

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

3.4.1MANTENIMIENTO DE LA LINEA CELULAR
Para su disponibilidad las células de melanoma se mantiene en el Laboratorio de

Radiologiay Medicina Fisica de tres formas:

3.4.1.1 Criopreservacion
De la poblacion parenteral recibida (tres millones de células de melanoma
B16/F10) separamos la mitad para iniciar e experimento o destinarlas a reservorio
tanto “in vivo” como “in vitro”; Laotramitad fuedivididaen seisviaes (cadauno con
250.000 células) y tras su tratamiento con agentes crioprotectores, realizamos lainmer-
sion en Nitrégeno liquido a—196 © C de los mismos, con € objeto de tener una reserva

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

34.12.“Invivo”

Una segunda via se obtuvo inicialmente tras la inyeccion subcutanea de células
de melanoma en el flanco derecho de ratones hembras destinadas a este fin. La eleccion
de este punto anatémico estuvo basada en la distensibilidad cuténea que permite €l cre-
cimiento de nédul os solitarios, homogéneos y de fécil acceso.

Entre los dias siete y catorce € tumor alcanza un tamafio entre 1,5y 2 centi-
metros. La eleccién del tamafio tumoral indicado se establecié sobre la base de que a
mayor tamafio encontrabamos grandes zonas necréticas intratumorales y algunos ani-
males falecian encontrandose en la necropsia frecuentemente metéstasis linféticas y
preferentemente metastasis pulmonares.

El procedimiento de extraccion tumoral es €l siguiente: se procede a aplicar una
dosis supraetal de anestésico via intraperitoneal (apartado 2.2.3.2.), a continuacion se
realiza la sujecion del animal para facilitar el mangjo operatorio. La zona de acceso,
fécilmente delimitada por palpacién del nédulo tumoral, es rasurada y tratada con una
solucién de Povidona Y odada a 10 % (Betadine O); se realiza una incision ampliay se
extrae e nodulo tumora en condiciones estériles. Colocamos e material obtenido en
una placa de Petri y se fragmenta, desechando |as zonas necroéticas y lavandose con sue-
ro fisiologico. Los fragmentos de aproximadamente un milimetro cubico, pasan a otra
placa donde reciben un nuevo lavado con fisiolégico y una solucion antibidtica (Anfote-
ricina B: 200ng/ml; Penicilina: 10000 U/ml; Estreptomicina: 10000 ng/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



ratones hembras, colocandose subcutdneamente a través de una pequefia incision y co-
locando el fragmento tumoral en la zona ya sefialada, actuando como animales reservo-
rio. Se procede a repetir la operacion transcurridos entre siete y catorce dias o tras al-
canzar un tamafio entre 1,5y 2 centimetros.

Asimismo las fracciones de melanoma obtenidas pueden utilizarse por disgrega-
cién para promover cultivo (ver apartado 3.4.1.3.)

Cuando €l objetivo fue e de servir de soporte al tumor irradiado para las series
1B y 11IB, e fragmento tumoral se colocaba en la pata posterior derecha del animal a
nivel subcutaneo y distal, de tal forma que el nédulo tumoral pudiese ser irradiado utili-
zando € dispositivo plomado; 1o que nos permitiria proteger e resto del animal, que
debia servirnos de reservorio viable durante siete dias, hasta la extraccion del fragmento

tumoral irradiado para su posterior utilizacién en los subgrupos 11B y 111B.

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 centimetros cuadrados de su-
perficie basal (figura 2).

El medio de cultivo consiste en una mezcla de Minima Essential Medium
(MEM) con solucién 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 lacasa HTEC, a 37 ° C, en un ambiente humidificado com-
puesto de 95% de aire atmosférico y 5% de anhidrido carbénico.

El cambio de medio se realiza cada tres dias y subcultivos cada seis o cuando las
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Figura 2. Crecimiento en cultivo en frascos tipo Falcon de suspension celular de mela
noma irradiado. Obsérvese la disposicién “en colonias’ obtenidas tras irradiacion de la

suspension.
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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 fria y, previa dilucion, se siembran en
nuevos frascos con medio de cultivo. La subcultivacion nunca se realiza en mas de cin-
CO ocasiones a partir de un medio primitivo, ya que estén descritas degeneraciones fe-
notipicas; por ello los cultivos han de ser renovados con células provenientes de tumor
“in vivo”. Para ello se parte de los pequefios 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 solucion antibidtica de Penicilina, Anfotericina B y Estreptomicina. A continuacion
se procede a convertir los acimulos en entidades celulares simples por disgregacion
guimica, incubando en Tripsina a 0,1%. El resultante se somete a centrifugacion a 200
rpm durante tres minutos, se desecha el sobrenadante, identificandose las células tumo-
rales como un pequefio acimulo negro en el fondo del tubo. Esta se diluye en medio de
cultivo por agitacion vigorosa, se pasa alos frascosy por fin alaincubadora.

Sefialar que las células de los medios de cultivo son aptas para obtener tumor
subcutaneo, para ello deben ser inyectadas a nivel subcutaneo de los ratones hembras
destinados a papel de reservorio del tumor fuente, con tal de que se inyecten mas de
10000 células.

El acimulo tumoral resultante de la centrifugacion puede también destinarse a
reservorio por congelacion en Nitrégeno liquido. Para ello hay que afadirle acido épsi-
lon-amino-caproico, para evitar € dafio celular por la formacion de espiculas de hielo,
procediéndose después a su criopreservacion, anotando en e libro del laboratorio €l

lugar de su colocacion y la fecha de lamisma.
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3.5. TECNICA DE IRRADIACION

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 afinales de 1995 se utiliz6 de la marca Theratron Phoenix.

Una vez redlizada dicha sustitucion, continuamos el estudio experimental, man-
teniéndose las condiciones del mismo y realizandose los controles dosimétricos para
comprobar que se mantenian las condiciones previas en cuanto a homogeneidad de la
dosis prescrita.

Se €ligio la utilizacion de una fraccion Unica de 80 Gy basandonos en experien-
cias previas de nuestro grupo de trabajo % que demostraron que con dicho esquema se
inhibia la migracion y/o proliferacion de los elementos del tejido conectivo afecto, dato

gue nos permitia estudiar la respuesta tumoral tras implante en un ambiente tan hostil.

3.5.2. 1ISODOSIS Y TIEMPO DE EXPOSICION

Se eligié laisodosis 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 centimetros y te-
niendo como referencia la profundidad a la que considerdbamos el lecho receptor (zona
circundante a nervio ciético), que oscilaba entre 0,9y 1,1 centimetros.

Elegimos la misma isodosis cuando realizamos la irradiacion de los animales



con tumor, paralas series |IB y I11B, cubriendo la pata del animal con gasas hiumedas y
considerando en este caso como volumen blanco la pastilla tumoral.

Aceptamos también la misma isodosis cuando realizamos la irradiacion de los
cultivos celulares en los Frascos tipo Falcon, colocando la cara donde se encontraban las
células lo més agada a haz de irradiacion, de tal forma que entre las gasas himedas
colocadas y la cara anterior del frasco se evitaba que el efecto “ build up” provocase una
infradosificacion a volumen blanco: “la suspensién celular”, procedimos de la misma
forma cuando irradiamos tumor solido en los Petri paralas series 1A y 111A.

Al inicio del experimento (Febrero de 1994) la fuente de Cobalto 60 presentaba una
actividad de 53 Thq y una tasa de dosis de 0,74 Gy/minuto, a 60 centimetros para un
campo de diez por diez centimetros en Diciembre de 1996 en el momento de retirar la
unidad antigua la actividad de la fuente era de 42 Thq y la tasa de dosis de 0,58
Gy/minuto. Con estos datos, para acanzar una dosis lecho de 80 Gy alaisodosis del
100% y con un campo de diez por diez, €l tiempo deirradiacion fluctué entre 108 y 135
minutos.

Tras el cambio de la Unidad de Telecobaltoterapiay por lo tanto de la fuente de Cobal-
to-60 el tiempo de irradiacion para alcanzar 80 Gy oscil6 entre 52,3 y 58,5 minutos. En
Enero de 1996 la nueva fuente tenia una actividad de 218,6 Thq y la tasa de dosis era de
1,53 Gy/minuto a la distancia de 80 centimetros y para un campo de diez por diez cen-
timetros y en Febrero de 1997 la actividad era de 191,4611 Thq y tasa de dosis de 1,37

Gy/minuto.
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3.5.3 PROCEDIMIENTO DE IRRADIACION

Variaba segun se realizase irradiacion del lecho receptor, del cultivo celular o
del tumor sélido.

3.5.3.1 Del lecho receptor

El area elegida para estudio fue la pata posterior derecha del ratén, con el animal
en posicién prona; disefidndose un blindaje plomado a efecto de proteger € resto del
raton del efecto lesivo de las radiaciones ionizantes. Para la obtencién del molde defi-
nitivo- realizado en la unidad de Radiobiologia perteneciente al Departamento de Me-
dicina Fisicay Farmacologia de la Facultad de Medicina de la Laguna- se procedio ini-
ciadmente al sacrificio de un ratén de la cepa elegida para €l estudio experimental, con
unadosis supraletal de anestésico y tras su colocacion en posicion de tratamiento- con la
pata posterior derecha extendiday el animal en decubito prono (ver figura 3), obtuvimos
un negativo en silicona; e siguiente paso fue la obtencién a raiz del molde de silicona
de un positivo en yeso, que una vez seco nos permitio obtener el molde en plomo; para
ello calentamos & plomo hasta su fusion, y posteriormente realizamos el vertido sobre
el molde de yeso confeccionado, a enfriarse el plomo y retirar e molde en yeso obtuvo
una carcasa plomada de 12 cm de largo por 5 cm de ancho y 7,5 cm de alto, siendo €l
espesor de la proteccion en lazonaméas finade 5 cmy de 8 cm en la parte mas gruesa.
La colocacion del ratén se podiarealizar con comodidad.

Sefialar que en dicho blindaje se practicaron una abertura frontal de 1 cm de
diametro para permitir la respiracion del anima y una abertura lateral derecha, justo
dénde la pata posterior derecha del animal quedaba expuesta a las radiaciones ionizan-

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

mite la exposicion de la pata posterior derecha del animal.
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Figura 5: Dermitis hiumeda y depilacién del area irradiada (pata posterior derecha del
raton), quedando bien delimitada del resto del animal (foto obtenida a los catorce dias

tras irradiacion)
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Se procedia airradiar un animal en cada ocasion, utilizando siempre e dispositi-
vo plomado confeccionado al efecto.
La dosimetria se realizd con dosimetros TLD, cuya lectura fue llevada a cabo

por la Unidad de Proteccién Radiol6gicadel H.U.C. (apartado 3.5.4.2)

3.5.3.2 Del tumor solido.
3.5.3.2.1. Cuando € intervalo entre irradiacién e implante era
inferior a 24 horas (series A)

Tras anestesiar a raton fuente se realiza la extraccion de un centimetro cubico de
melanoma, que colocamos en una placa de Petri, y se procede alairradiacion en la Uni-
dad de Cobalto del Servicio de Radioterapia del Hospital Universitario de Canarias.

Al objeto de evitar € “build up” se cubrié con una gasa hUmeda la muestra neo-
plasica. Se administraron 80 Gy en una fraccién Unica, con técnica de un campo directo,
distancia foco-objeto de 60 cms 6 de 80 cms segun la Unidad utilizada y tamafio de
campo de 10 por 10 cms. Tasa de dosis que oscil6 segin e momento experimental y ya

referidaen el apartado 2.5.2.1

3.5.3.2.2 Cuando € intervalo entre irradiacién e implante es de

sete dias (series B):
Seredlizalairradiacion del animal fuente utilizando el blindaje plomado confec-
cionado a efecto para evitar una sobreirradiacion del animal que debe servirnos du-
rante una semana de soporte viable para el tumor. La técnica de irradiacion utilizada fue

idéntica a la irradiacion del lecho, comprobandose siempre que la pata del animal (con
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tumor visible y con un tamafio que oscilé entre 1y 1,5 cms) quedaba enteramente en €l
campo de radiacion, fuera de la proteccién del blindaje y cubierta con gasas humedas

paraevitar €l efecto build up.

3.5.3.3 Dd cultivo celular
Tras colocar los frascos de cultivo tipo Falcon a una distancia foco-objeto de 60
cms o de 80 cms seguin la Unidad de Telecobaltoterapia utilizada, se administran 80 Gy
en fraccién Unica con la oscilacion de tasa de dosis entre e principio y final del experi-
mento ya indicados; los frascos de cultivo fueron cubiertos con gasas hlmedas para

evitar €l efecto build up y se utiliz6 un campo directo centrado en el centro del Falcon.

3.5.4DOSIMETRIA
Los datos aportados a lo largo de la realizacién 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 esta protocolizado por el Servicio de Pro-
teccion Radioldgica del Hospital Universitario de Canarias seguin las recomendaciones
del Consgo de Seguridad Nuclear, realizandose operaciones diarias para verificar €l
buen funcionamiento de la misma; asimismo semanalmente se realiza la comprobacion
de la homogeneidad y simetria del campo de radiacién con una pelicula radiografica

comparando haz de luz — haz de radiacion en un campo de 20 x 20 centimetros.
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Trimestralmente se realiza la calibracion en cuba de agua de la Unidad de Co-
balto 60, las medidas se realizan con la cadmara cilindrica de ionizacién de la casa PTW
modelo 233641 de 0,3 c.c. El electrometro digital PTW con la fuente de alimentacién en
+ 300 v, y e potenciometro 4.9, switch DIl (= -300 V). Todas las medidas son realiza-
das en agua. Los controles efectuados incluyen entre otros €l célculo de la tasa de dosis
y € cédculo de simetria y homogeneidad del haz de radiacion, confirmandose durante

todo el periodo experimental que se mantenian las condiciones de radiacion.

3.5.4.1.1. Tasa dedosis

Dado que la realizacion 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, segun la variacion 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 variacion a alza explicable solo por €l cambio, yareferido, a finales
de 1995 de |la fuente de Cobalto-60.

Trimestralmente al redlizar la calibracion en cuba de agua, se redliza el célculo
de latasa de dosis y la comparacion con las medias previas, calculandose |la tasa de do-

sis esperada y verificandolo con los resultados obtenidos.

3.5.4.2.“Invivo”
Se realizé la colocacién de dosimetros TLD, para comprobacién de la dosis ad-
ministrada a lecho receptor y zonas protegidas por € blindgje: Para ello smulamos la

operacion de tratamiento, realizando los pasos previos de anestesia, colocacion del do-
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simetro en €l lecho (simulando e implante tumoral), colocacion del animal en la ban-
deja dispuesta e efecto, sujecion del mismo permitiendo exponer la pata posterior dere-
cha con & anima en prono y cubierto por la proteccién plomada confeccionada al

efecto.

Se colocaron dosimetros tanto sobre la piel de la pata del ratén, como en la
misma zona donde realizabamos € implante (que consignamos cOmo nervio ciatico)
para comprobar la dosis administrada al lecho; los dosimetros fueron recubiertos de una
l&mina pléstica para evitar su contaminacién con los fluidos corporales. También fueron
colocados en la zona de penumbray debajo del plomo. Los dosimetros usados eran de
termoluminiscencia (TLD-100) de la marca HARSHOW, como material termoluminis-

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

Se realizaron controles dosimétricos en Noviembre de 1994, Noviembre de 1995
y en Febrero de 1997 (dado que se realizé €l cambio de fuente en la unidad de Cobalto-
60) que verificaban la correccion de las dosis administradas y confirmaban la validez de

la proteccién plomada para €l resto del animal.

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

Departamento de Medicina Fisicay Farmacologia de la Facultad de Medican de la Uni-

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

Noviembre-94 Noviembre-95 Febrero-97

Nervio ciético: 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 € plomo: 0,86 Gy 0,75 Gy 0,870 Gy

Penumbrajunto ala pata bajo e plomo: 0,13 Gy 0,159 Gy

Debajo del plomo: 0,12 Gy 0,110 Gy
3.5.4.3. 7 Invitro”

3.5.4.3.1 Placas de Petri
Se redliz6 la colocacion de dosimetros tanto en la cara externa de la placa de
Petri, como en €l interior (para obtener comprobacion de la dosis administrada a tumor,
situado a dicho nivel)
Los resultados de control obtenidos tras administrar e tiempo estimado para 1

Gy en sesién Unica fueron:

Noviembre de 1995 Febrero-97:
Cara externa Petri= 0.933 Gy 0.993Gy
Carainterna Petri= 1.091 Gy 1,018Gy



3.5.4.3.2“ Frascos de cultivo tipo Falcon ”

En ellos se mantenian los cultivos celulares de melanoma. Se realizé control
colocando dosimetros TLD en €l interior del mismo, en la cara en la que se encontraban
las células de melanoma, y también en las caras externas del frasco; se realizé compro-
bacién dosimétrica durante el estudio y tras el cambio de Unidad.

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

en sesion Unica 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 varia segun se trate de tumor sdlido o suspensién celular:

3.6.1IMPLANTE DE TUMOR SOLIDO

Se selecciona un animal de la cepa elegida 'y que cumpla los criterios de inclu-
sion. Se redliza €l procedimiento anestésico ya referido y se sitGia € animal en la mesa
de operaciones dispuesta a efecto, asegurdndonos de una correcta sujecion del raton,
gue elimine movimientos bruscos. Previo a laincision quirdrgica se realiza € rasurado

de la pata posterior derecha con el animal en prono y la limpieza de la zona con Povido-
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na Y odada (Betadine); una vez efectuado este paso se procede a la incision quirdrgica
en condiciones estériles y a separar el plano muscular de la pata, de tal forma que quede
expuesto a la vista é nervio ciético, se realiza diseccion romay se confecciona un bol-
sillo, donde se depositara un milimetro cubico de tumor sdlido (irradiado o no); tras
comprobar que queda ubicado correctamente se realiza €l cierre por planosy se suturala
piel, se rediza la limpieza de |la herida quirdrgica y tras etiquetar € animal con su nui-
mero de estudio se coloca en la jaula correspondiente realizando los cuidados y segui-

miento previstos hasta e diadel sacrificio del animal.

3.6.2. IMPLANTE DE SUSPENSION CELULAR EQUIVALENTE A UN MI-

LIMETRO CUBICO DE MELANOMA

Para obtener un nimero de células tumorales equivalentes a las existentes en un
fragmento de 1 milimetro cubico de tumor solido, en primer lugar se realizala disgrega-
cion de un fragmento tumoral de dichas dimensiones 'y se procede a la centrifugacion a
1500 r.p.m. durante tres minutos; tras desechar el sobrenadante se realiza la aspiracion
mediante vacio del boton de células sedimentadas obteniendo que se alcanza €l nivel 1
de una pipeta Pasteur, que tomamos como referencia; procediéndose a recuento celular

utilizando una cdmara de Neubauer

Para obtener la suspension celular tumoral se seleccionaron células creciendo “in

vitro ”. En el frasco, se disgregan y desprenden enziméticamente durante un minuto con
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solucion 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 afiade PBS tampdn y poste-
riormente se aspira €l material obtenido colocandolo en frascos y centrifugar a 1500
r.p.m. durante tres minutos.Tras desechar €l sobrenadante, aspiramos mediante vacio
hasta alcanzar €l nivel de referencia indicado; el recuento celular aportaba valores simi-
lares a las muestrazs de tumor sdlido, con una variacion del 10 — 15% del nimero total
de células, ya que en el caso del tumor solido existian tambien células de estirpe no tu-
moral.

Y a nos encontramos en disposicion de realizar el implante celular. Realizamos la
misma operacién indicada en el apartado anterior hasta el momento del implante que en
lugar de ser de tumor sblido en este caso sera el contenido de la pipeta Pasteur hasta €l
nivel de referenciaindicado. Con exquisito cuidado se coloca el extremo de la pipeta en
el interior del bolsillo creado en torno a nervio ciético y procedemos a verter € conte-
nido en e mismo cuidando que se realice en dicho espacio, tras esperar unos pocos -
gundos realizamos €l cierre por planos, la sutura de la piel y asignamos a animal su
nimero de estudio correspondiente y 1o colocamos en la jaula dispuesta al efecto hasta
el dia de su sacrificio.

En todos los casos que se realizd implante de suspension celular (irradiada o no)
se practico un test de viabilidad por prueba de exclusion del Azul Tripan, basada en que
las células pictdricas 0 aln vivas con ateraciones metabdlicas graves, son incapaces de

impedir la penetracion del colorante del medio a su citoplasma, tornandose de un color
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azul que les distingue claramente de las no tefiidas que adquieren un color marrén oscu-

ro.

De este modo, en e microscopio de luz invertida, se utiliza el recuento para

aplicar laformula:

Viabilidad = Nimero de células viables’NUmero total de células (* 100)

Los valores de viabilidad de las muestras usadas en este experimento nunca es-
tuvieron por debajo del 85% cuando se redizaba € implante de suspensiéon celular no
irradiada. Tras lairradiacion de la suspension celular, a las pocas horas € test de viabi-

lidad aportaba unos valores inferiores a 30%.

3.7NECROPSIA Y OBTENCION DE DATOS:

Transcurridos los catorce dias tras la irradiacion y/o implante tumoral se proce-
dia a sacrificio de los animales incluidos en e estudio mediante la administracion de
una dosis supraletal de anestesia. Antes de realizar la diseccion del animal se recogian
todos los datos externos macroscopicos de interés como pudieran ser las sefiaes de ra-
diodermitis, infeccion, ulceracion o infiltracion cutdnea 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 administracion de la dosis anestésica supraletal y verificar la muerte del
animal, se procedia a su fijacion en la mesa quirlrgica, sujetandolo en posicion pronay
tras limpiar la zona de acceso, se realizaba una incision quirdrgica vertical, paralela al
fémur de la pata, de tal forma que quedase expuesto € paquete muscular que se proce-
diaaabrir, permitiéndonos visualizar el recorrido del nervio ciético.

Se recogian todos los datos macroscépicos de interés, como las dimensiones del
tumor encontradas, la posible infiltracion de las zonas adyacentes y situacion del tumor;
especial atencidn se prestaba a la existencia de vasos visibles en la zona tumoral (neova-
sos) y aladisposicion tumoral con relacién al nervio.

Se procedia a la diseccion de la masa tumoral realizandose su medicion en los
tres g es de coordenadas (largo = X, ancho =y, ato = z), anotando dichos datos en |la
hoja disefiada al efecto (anexo 2).

Se realizaba la toma de muestras (tumor y tejidos peritumorales) que se incluian
bien en formol para su estudio con microscopio Optica, o bien en glutaraldehido para su
estudio en microscopio electrénica (indicando en la hoja de recogida de datos este as-
pecto y asignandose un nimero de entrada para cada muestra).

En cualquiera de las etapas sefialadas y cuando el dato encontrado se considera-
ba de interés se realizaron fotografias, indicando este aspecto en la hoja de recogida de

datosy en € libro de Anatomia Patol ogica.

3.7.2 METASTASISLINFATICAS Y/O HEMATOGENAS
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Una vez finalizado € estudio macroscopico de la zona del lecho, se redizaba la
diseccion del animal siguiendo las pautas habituales usadas para roedores de pequefio
tamafio %*! en busca de metéstasis a distancia; basandonos en los datos encontrados en
los animales control especial énfasis se puso en la localizacion de adenopatias abdomi-
nales y metastasis hematégenas (principalmente pulmonares por las caracteristicas pro-
pias del melanoma B16-F10). Cuando se sospechaba la posibilidad de metastasis se
procedia a la diseccién de la adenopatia 0 del érgano y se incluia en formol para su es-
tudio con microscopia Optica o en glutaraldehido para su estudio bajo microscopia elec-
trénica, anotando los datos de la localizacion y nimero de las posibles metéstasis o ade-

nopatias afectas en la hoja de recogida de datos correspondiente al animal en cuestion.

3.8 ESTUDIO MICROSCOPICO:

Las muestras obtenidas fueron analizadas bien con microscopia Optica conven-
ciona o bien con microscopia €electrénica, utilizando para ello diversas técnicas que a
continuacion se sefialan. Asimismo se realizaron tomas fotograficas de los hallazgos

relevantes.

3.8.1 TECNICAS DE MICROSCOPIA OPTICA

Las piezas obtenidas fueron seccionadas segun la orientacion mas adecuada, 10s
cortes seriados, de un grosor de 6 micras, se realizaron en un microtomo tipo Reichert-
Jung 1130 Biocuit.

Se emplearon las siguientes tinciones. Hematoxilina-Eosina y Tricromico de
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Mason -Goldner.

3.8.1.1 Hematoxilina-Eosina

Empleamos las siguientes soluciones; Hematoxilina de Harrisy Eosina.

A) Hematoxilina de Harris

Solucion A:

Hematoxilina en polvo..........cccceeeeene 5grs.
Alcohol absoluto.........ccccevverenienienne. 50c.c..
Solucion B:

Alumbre potésico cristalizado.......... 100 grs.
Aguadestilada.........cccooveriininennnne 800 c.c.

(El dumbre potéasico se disuelve en caliente)

Veinticuatro horas después de preparar las soluciones, las mezclamos y agrega-
mos 2,5 grs. de Oxido rojo de mercurio. Durante unos 20-30 minutos se mantiene en
ebullicion, inmediatamente después, se colocan en un matraz destapado que se introdu-

ce en agua fria

B) Eosina
BEOSING ..ot 249rs
Aguadestiladar ........ccocvvveeieiere e 160 c.c
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AICOhOl dE95%0: ... 640 c.c.

ACIAO ACEHICO: ..o, 8-10 gotas

Técnica
1. Hacer dos pases de Xilol de 10 minutos de duracién con objeto de desparafi-
nar.
2. Mediante tres pases en alcohol de 96 y 90 grados durante 5 minutos, conse-
guimos la hidratacion.
3. Lavamos con agua corriente durante dos minutos.
4. Teflimos con Hematoxilina de Harris durante 3 minutos.
5. Volvemos alavar con agua corriente durante 5 minutos
6. Tefiimos durante 3 minutos con Eosina.
7. Sin lavar, realizamos pases rapidos por acohol de 90, 96 grados y absol uto.
8. Aclaramos con carboxilol.
9. Hacemos dos pases en xilol.

10. Realizamos montaje en un Kitt.

3.8.1.2 Tricrémico de Mason-Goldner

Preparamos las siguientes soluciones:

A) Solucién de Bouin

Acido Picrico saturado en solucion acuosa. ........... 750 c.c.
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Formol a 37-40 %0......cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 250 c.c.

Acido ACEtiCoO GlaCial.......oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeera, 50 C.

Para asegurar una correcta solucion de Bouin, debe ser preparada a 60 grados C°.

B) Solucion de Hematoxilina de Weigert

Solucién A:
Cristales de Hematoxilina.................... 1lor.
Alcohol de 95 grados.........cccceeeeererennens 100 c.c.

Solucién B:

Cloruro Férricoal 29 %........cccooveveeenenn. 4c.c.

AguaDestilada..........cccooervirierinininenne 95 c.c.

Ac. Clorhidrico concentrado..................... lc.c.
Solucién de trabagjo:

Solucion A més solucién B a partes iguales

C) Solucion de Biebrich - Acid Fuchsin:

Biebrich Scarlet, acuosaal 1 %..........cccovveeveveeerns 90 c.c.
Acid Fuchsin, acuosaa 1 %......cccoceeveeeeeeeeeeeeeneaenn. 10c.c.
ACIHO ACELICO GlaCial......ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens lc.c
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D) Solucién Acido Fosfomolibdico-Acido Fosfotungstico:

Acido FosfolibaiCo........c.ovuveeeeeeereceree e 5grs.
Acido FOSFOtUNGStICO.......cevveceeeeceeeeeceee e 5 grs.
AguaDestilada...........cccooerinininine, 200 grs.

E) Solucién de Azul de Anilina

AzZUl de ANITINAL.....c.coiiiiieee e 2.54grs.
Acido ACEICO GlaCial..........cccueeeereeeeeeeeeeeeee e, 2c.c.
AguadestiladaL.........ccooeiininie 100 c.c.

F) Solucién de Acido Acético Glacial

AcCidO ACELICO GlaCial........c.ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeererserann 1c.c.
AguaDestilada...........cccevirinininin 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), acohol de 96
grados.

3. Lavar en agua corriente (2-3minutos).

4. Solucion 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. Tefiir con Hematoxilina de Weigert durante 10 minutos.

8. Lavar en agua corriente durante 10 minutos.

9. Aclarar en agua destilada.

10. Tefiir con Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin durante 2 minutos.
11. Acido fosfomolibdico-acido Fosfottingstico durante 12 minutos.
12. Teflir con Azul de Anilina (5 minutos).

13. Lavar con agua destilada

14. Solucién de Acido Acético Glacial (3-5 minutos).

15. Deshidratar en acohol de 90, 96 grados y Absoluto.

16. Aclarar en Carboxilol.

17. Xilol en 2 pases rapidos.

18. Montar en Eukitt.

La observacion y toma de fotografias se efectué en microscopio optico Opthi-

phot con lentes de distintos aumentos seguin el caso.

2.8.2 TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Tras obtener los cortes con un piramidotono LKB o el Ultramicrotomo LKB,

modelo Ultratomo |11, con cuchillas de vidrio de 45 grados de &ngulo de orientacion, se

utilizaron distintas técnicas para su observacion en un Microscopio Electrénico JEOL,

modelo “JEM 100 “ ( Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario

de Canarias).
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Solucién de Tampdn Cacodilato Sodico

Solucion Stock

Cacodilato SOUICO (0.2 M).....eiueriririsieeeesie e 21.4 grs.
AguaDeEStiladaL..........coeriiiiie e 500 c.c.
ACIO ClOMNIANCO IN...eeeeeeeeeeeee ettt ee et et e e e e et et e e eeeeeeeeens 3,45 c.c.

Una vez mezcladas tienen que tener un ph de 7,3.

Solucién Stock de Acido Clorhidrico
Acido ClOrhidriCO COMEICIEl........o.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeseeseee et eeseseeeeee e 3,6c.c
Completar con AguaDestilada ..o hasta 25 c.c.

De esta solucién se toman los 3.45 c.c.

Solucién de trabajo de tampdn Cacodilato
Solucion Stock de Tampon Cacodilato.........coeveerereeeneneeesee e 50 %
AQUADESHIAOAL.......cceeeiieeeee e 50 %

Esta solucion es0,1 M

Tampdn Millonig

Solucion A
FOSFat0 MONOSOMICO........eeeiveeeerie et e e e s eee e s 2,26 grs.
AguaDestiladaL..........ccocoeeriiiiiii e 100 c.c.
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Solucioén B:

[ [0 )0 (S J5= o (1o 1R 2,52 grs.
AguaDestiladan..........ccocoreriiiiie e 100 c.c.
Solucién C:

(] 1T 1= T 5,40 grs.
AguaDestiladan..........cocoeiririeii e 100 c.c.

SOLUCION D:
ClOruro de CalCiO......uoiuiriiriiriirieeee e s 1gr.

AguaDestiladan..........ccocoeireiiii e 100 c.c.

Se mezclan 37,35 c.c. de la Solucion A, 7,65 c.c. de la Soluciéon B, 5 c.c. de la

Solucién Cy 0,25 c.c. dela Solucién D. El ph final tiene que ser de 7.3.

Fijador Glutaraldehido
TampPoON MillONIQ.......coveirieereeee s 90 c.c.
Glutaraldehido Comercial...........cceevereeiereesieee e 10 c.c.

Azul de Toluidina para cortes semifinos
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AZUl de TOIUIINGL......coeeiiiee e e 1gr.

Mezclar bien y afadir poco a poco 50 c.c. de agua destilada.

Resina de inclusion en Microscopia Electrénica

EPItoKe (SUSHITULE).......coveeeirieeiieeeieeereee e 30c.c.

Resina de trabajo: Mezclar anterior + 3+4

Inclusién en Epdn

1. Glutaraldehido (2 horas).

2. Tampdn Cacodilato (2 pases de 15 minutos).
3. Tetréxido de Osmio (1 hora o toda la noche)
4. Agua Destilada (varios pases)

5. Tampdn 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. Oxido de Propileno (15 minutos)

12. Oxido de Propileno + Resina EPON (30 minutos)
13. Resina EPON (unahoray al vacio).

14. Hacer los blogques

15. Colocar en Estufaa 65 grados centigrados(20 horas)

Los pases 1 hasta 12 se realizan en agitador.

Preparacion del Tetréxido de Osmio
Se Disuelve una ampolla de tetroxido de Osmio (500 mgrs.) en 50 c.c. de tam-

pon Cacodilato 0,1 M (la ampolla se rompe dentro de un frasco opaco y cerrado).

Preparacion de contrastes para cortes ultrafinos:

Solucién de acetato de uranil-magnesio
Acetato de uranil-magneSio..........covvrerenenenenereseeiene 7,50rs.

AguaDbDestilada...........ccooeiiriiiner s 100 c.c.

Solucioén de Citrato de plomo
Nitrato de PlOMO.......cooviieieiei it 1,33 grs.

(O] 1= (0 0 (X< o o [0 T 1,76 grs.

Disolvemos €l nitrato de plomo en el agua destilada y afiadimos € nitrato sodi-
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co. Agitar enérgicamente 1 minuto, repitiendo la operacion cada 5 minutos, durante
media hora. Una vez hecha esta preparacion, afiadimos 8 c.c. de solucion 1N de Hidré-
xido Sodico. Movemos circularmente de manera suave, hasta obtener una solucion
transparente. Afiadir agua destilada, hasta alcanzar un volumen total de 50 c.c.

3.9. EVALUACION DE RESULTADOS

3.9.1 MANEJO DE DATOS

L os datos obtenidos en la necropsia fueron recogidos y anotados en una hoja del
programa Excel de Microsoft, version 5.0; indicando para cada animal de estudio las
dimensiones tumorales obtenidas. Las caracteristicas del programa permiten su posterior
tratamiento matematico en cuanto a célculos (volumen, medias...).

El volumen se obtuvo aplicando laférmula del elipsoide de semigjes 1#°

V=4/38 X*Y *Z

Doénde “V” corresponde a volumen tumoral alcanzado alos 14 dias, “x “ es la
medida en milimetros que indica la longitud alcanzada por el tumor, “y “seria el ancho

en milimetros, “z” la altura en milimetros de la muestra tumoral.

3.9.2 MANEJO ESTADISTICO
Dada la naturaleza y nimero de grupos de estudios, utilizamos e andlisis de
varianza (ANVA) como procedimiento de comparacion mdltiple; para ello utilizamos

los datos obtenidos con el programa Excel 5.0, en cuanto a volumen, media y desvia-
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cion estandar y los anotamos en una hoja de tratamiento estadistico del programa SPSS
7.5 para Windows.

El andlisis de lavarianza (ANVA) protege a investigador contra €l error de “in-
flacion " aportdndonos e dato inicial de si hay una diferencia cualquiera entre las me-
dias de todos los grupos; s la respuesta es positiva podremos realizar combinaciones
entre pares 0 combinaciones de grupos a posteriori, eligiendo en nuestro estudio expe-
rimental el procedimiento de Scheffe.

Cuando fue precisa la comparacion entre dos muestras independientes realiza-
mos el estudio estadistico utilizando T-Student.

Se ha elegido en todo momento un nivel de significacién de a = 0,05, es decir

del 5 %, equivalente aun nivel de confianza de g=95% (g = 1-a).
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4 RESULTADQOS



41HALLAZGOS MACROSCOPICOS:

41.1LECHO

4.1.1.1 Series control:
4.1.1.1.1 Serie control de tumor sdlido

L as caracteristicas macroscopicas vienen definidas por un crecimiento neopléasi-
co solido pigmentado de color oscuro, con &reas necréticas. La masa tumoral  infiltra
entre los musculos adyacentes, en ocasiones hasta alcanzar periostio sin signos ma-
croscopicos de infiltracion; asimismo, e crecimiento tumoral se produce en torno a
paquete vasculonervioso, sin infiltrarlo. Es evidente la formacion de neovasos que ro-
dean y penetran la masa tumora (figura 6).

El crecimiento neoplésico acanzd un volumen que oscil6 entre 419 y 864 mili-
metros, con una media de 708 milimetros cubicos.

En la tabla siguiente vienen recogidos los datos en milimetros de las dimensio-
nes (largo, ancho, ato) del tumor encontrado, asi como el volumen (en milimetros clbi-

cos) alcanzado en cada animal, asi como lamediay Desviacion Esténdar 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 neoplésico en animales control, apréciense las fre-

cuentes &reas de necrosis, asi como |a evidente neovascul arizacion.



4.1.1.1.2 Serie control de suspension celular

Las caracteristicas macroscOpicas encontradas fueron similares a las de la serie
control de tumor sélido, por lo que Unicamente nos referiremos a los datos del volumen

alcanzado, que oscilé entre 785 y 1089 milimetros cubicos, 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 milimetro cubico de tumor

solido no irradiado en lecho irradiado, intervalo entre irradiacion e implante inferior

a 24 horas)
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A los catorce dias tras la irradiacion de la pata posterior derecha del ratén se po-
ne de manifiesto los efectos agudos de la radiacion a dicho nivel, consistentes en edema,
depilacion completa y dermitis grado |1l con éreas ulceradas; dichos signos quedan
bien delimitados hasta la raiz de la pata, donde se localiza la zona de proteccion bajo la
carcaza plomada (figura 7). El crecimiento tumoral sobre lecho irradiado es macrosco-
picamente evidente (figura 7), con caracteristicas similares de la tumoracion a las des-
critas en las series control pero con una diferencia notable en cuanto a 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. EI volumen tumoral alcanzado

oscil6 entre 99 'y 314 milimetros cubicos, con unamediade 176 (ver tabla adjunta)

SERIEIA LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN

RATON 4 10 9,6 4 251

RATONS8 7 7 3 99 MEDIA
RATON9 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 milimetro cibico de tumor
solido no irradiado en lecho irradiado, intervalo entre irradiacion del lecho e implante

de 7 dias)
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Los hallazgos microscépicos son similares a los descritos en la serie A, por o

gue Unicamente nos referiremos a los aspectos diferenciales. Los signos de dermitis

grado |11 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 depilacion de la pa
ta, en pleno lecho irradiado puede verse € crecimiento del melanoma implantado asi

como |la presencia de neovasos.
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Figura 8: Se observa claramente la diferencia en cuanto al tamario tumoral alcanzado

por e melanoma implantado en animales control frente a lecho irradiado (efecto lecho

tumoral)
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observan signos de retraccion de la pata. En cuanto a volumen obtenido éste vario en-

tre 88 y 418 milimetros cubicos, con una mediade 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 milimetro de tumor sdlido
irradiado en lecho no radiada, intervalo menor de 24 horas entre irradiacion e im-
plante).

Macroscépicamente a los catorce dias no se encontrd crecimiento tumoral pal-
pable, con integridad cutanea en todos los casos. Al redlizar la necropsia se puso de ma-
nifiesto la existencia de fragmentos milimétricos con pigmentacion negruzca, que se
disponian alo largo del paguete vasculo-nervioso (foto 9), en algunos casos con aspecto
de diseminacion en sabana, 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 milimetro cubico, con una media de

0,90 (ver tabla adjunta).

Figura 9: A los catorce dias tras implante del tumor sdlido irradiado se obtenian frag-

mentos milimétricos, en ocasiones dispuestos como un punteado “en sdband’ y gene-
ralmente en situacion yuxta-perineural. Apréciese el pelgje del animal. Respetado, sefial

inequivoca de que el lecho no fue irradiado.



SERIEIIA 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 I1B (implante de un milimetro cdbico de tumor
solido irradiado en lecho no irradiado, intervalo entre irradiacion e implante de 7 di-

as).

Los hallazgos macroscopicos son similares a los obtenidos en la Serie [1A. En
esta serie €l volumen tumoral obtenido oscilé entre 0,10 y 0,50 milimetros cubicos, con

unamedia de 0,30 (ver tabla adjunta).

SERIEIIB  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
RATON 202 1 0,5 0,5 0,1
RATON 204 1 1 0,5 0,3

0,14

4.1.1.2.5. Subgrupo I11A (Implante de un milimetro cubico de tu-

mor solido irradiado en lecho irradiado, intervalo entre irradiacion e implante inferior

a 24 horas)

En todos los animales se objetivo la existencia de dermitis grado 111 bien limita-

da a la pata posterior derecha, con las caracteristicas ya sefidladas en e apartado 4.1.3.

Los hallazgos de crecimiento neoplésico fueron similares a los descritos en € apartado

4.1.5 (figura 10) encontrando fragmentos milimétricos oscuros que recogidos aportaban

un volumen medio de 0,7 milimetros cubicos, con valores que oscilaban entre 0,5y 1

milimetro cubico (ver tabla adjunta).

SERIE [IA°  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 15 15 1 11 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

solido irradiado en lecho irradiado, intervalo entre irradiacion e implante de 7 dias).

4.1.1.2.6. Subgrupo I11B(Implante de un milimetro cubico de tumor
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Los hallazgos macroscopicos fueron similares a los descritos para la serie 1A,
con un volumen tumoral alcanzado que oscil6 entre 0,06 y 0,5 milimetros clubicos y

unamedia de 0,2 (ver tabla adjunta)

Figura 10: Se aprecia la depilacién del lecho y la presencia de fragmentos milimétricos

de melanoma, en situacion perineural, puede observarse asimismo e moteado oscuro en

areas del lecho receptor.
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SERIE IIIB

LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN

RATON 77

RATON 78

RATON 105
RATON 106
RATON 107
RATON 108
RATON 110
RATON 111
RATON 112
RATON 166

1 1 1 0,5
1 1 0,5 0,3
1 1 0,5 0,3
0,5 0,5 0,5 0,06
0,5 0,5 0,5 0,06
0,5 0,5 0,5 0,06
1 0,5 0,5 0,1
1 0,5 0,5 0,1
0,5 0,5 0,5 0,06
1 1 1 0,5

MEDIA
0,2

DESV. ST.
0,18

4.1.1.2.7 Subgrupo 1VA (Implante de melanoma, como suspension

celular no irradiada, en lecho irradiado; intervalo entre irradiacion del lecho e im-

plante inferior a 24 horas)

Los hallazgos macroscépicos son idénticos a los obtenidos en la serie |1A apre-

cidndose los signos de radiodermitis y la existencia de una neoplasia creciendo en pleno

lecho irradiado y evidentes signos de neovascularizacion. El crecimiento tumoral es

inferior a obtenido en la serie control (figura 11), oscilando entre 101y 524 milimetros

cubicos, con unamedia 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 suspension celular de melanoma en ani-
males control frente a la alcanzada tras irradiacion del lecho y posterior implante de la
suspension celular (efecto lecho tumoral). Obsérvese la semejanza a implante de tumor

solido (figura 8).
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4.1.1.2.8. Subgrupo 1VB (implante en nimero equivalente a un mi-
l[imetro cubico de melanoma como suspension celular no irradiada, en lecho irradiado;

intervalo entre irradiacion del lecho e implante de 7 dias).

Los hallazgos macroscédpicos son similares a los obtenidos en la serie 1B, con
existencia de crecimiento tumoral evidente en pleno lecho irradiado; éste aparece con
signos de dermitis grado 111, con zonas necréticas y esfacelos (figura 12); se adivina en
algunos animal es signos de retraccién de las zonas acras.

El volumen tumora oscil6 entre 105 y .377 milimetros cubicos, con una media

de 180 milimetros cubicos(ver tabla)

SERIEIVB 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 nimero
equivalente a un milimetro cubico de melanoma como suspensién celular irradiada,

intervalo entre irradiacion e implante inferior a 24 horas).
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Los datos obtenidos son similares a los descritos para las series 1A y 1B, sin

detectarse en ninguno de los animales nédulo tumoral palpable; a realizar la necropsia

97






Figura 12: Depilacion y necrosis, asi como el crecimiento de la suspension de mela-

noma en pleno lecho irradiado

se visualizaba en la zona del lecho de implante la existencia de pequefios fragmentos de
pigmentacion pardo-negruzca gque en conjunto aportaban un volumen medio de 1,2 mi-
l[imetros cubicos, oscilando entre un minimo de 0,2 y un maximo de 2,10 milimetros

cubicos (ver tabla)

SERIEVA LARGO ANCHO ALTO VOLUMEN

RATON 56 1,5 15 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 15 0,5 0,6 1,2
RATON 66 1 1 0,5 0,2

RATON 67 1,5 15 15 1,8 DESV.ST.
RATON 68 1,5 15 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 nu-
mero equivalente a un milimetro cubico de melanoma como suspension celular irradia-

da, intervalo entre irradiacion e implante de 7 dias)
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Los hallazgos macroscopicos obtenidos fueron similares a los descritos en las
series 1A, I1B y VA. En cuanto a volumen tumoral observado este oscilé entre 0,10 y

0,50 milimetros cubicos; con una media de 0,3 (ver tabla)

SERIEVB 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 nime-
ro equivalente a un milimetro cubico de tumor sdlido como suspension celular irradia-

da; intervalo entreirradiacion e implante inferior a 24 horas)

Los datos macroscépicos obtenidos fueron similares a los descritos en la serie
I11A, aprecidndose signos de irradiacion del lecho y la existencia de minimos fragmen-
tos pardo-negruzcos que en conjunto alcanzaban un volumen que oscil6 entre 0,1y 0,5

milimetros cubicos, con una media de 0,3 milimetros cubicos (ver tabla)
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SERIEVIA 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
RATONS59 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 nime-
ro equivalente a un milimetro cilbico de melanoma, como suspension celular irradiada;

intervalo entre irradiacion e implante de 7 dias).

Los datos macroscopicos (figura 12) obtenidos fueron similares a los obtenidos
en laserie l11B; el volumen tumoral obtenido oscil6 entre 0,06 y 0,1 milimetros cubicos

con una media de 0,09 (ver tabla)

SERIEVIB 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 suspension celular irradiada en lecho

irradiado. Apréciense los signos de depilacién y la presencia de fragmentos milimétri-

cos de melanomay depdsitos en sabana, fundamentalmente de localizacion 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 dias, motivo
por e que estos animales son reseflados aparte, oscilando dicho periodo entre 16 dias
(ratén 11) y los 28 dias (ratones 21, 22 'y 30).
M acroscopicamente se objetivd crecimiento tumoral, con caracteristicas simila-
res alas descritas en las series |A, 1B, IVA y IVB. El volumen tumora alcanzado os-

cil6 entre 204 y 1320, con una media de 906 milimetros cubicos (ver tabla).

SERIE NECROPSIA LARGO |/ANCHO ALTO VOLUMEN
RATON 11 1B 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 1vB 19 DIAS 15 12 8 754 906
RATON 21 1B 28 DIAS 17 15 10 1335
RATON 22 1B 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 1A 17 DIAS 10 8 6 251
RATON 62 1VB 28 DIAS 16 16 10 1340

El raton 97 correspondiente a subgrupo VIA (irradiacion de la suspensiéon y el

lecho e implante antes de 24 horas) se dej6 evolucio9nar durante 28 dias, |a necropsia
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reflej6 datos de presencia milimétrica similares a los reportados en los otros animales de
la serie sacrificados a los catorce dias, sin evidenciarse signos de crecimiento neoplasi-

Co.

4.1.2 METASTASISLINFATICAS OHEMATOGENAS

En la tabla adjunta se presenta la relacion de los animales en los que a sacrificio se ob-
servo la existencia bien de metastasis linfaticas bien hematdgenas.

En todos los animales de las series control (bien de implante de tumor sélido o de sus-
pension celular de melanoma) se encontré en la necropsia adenopatias iliacas homolaterales
afectas por melanoma (figura 14), en € ratén 142 aparecieron también adenopatias mesentéricas
infiltradas por tumor.

A los catorce dias, fecha de la necropsia, en ningun animal de las series control se evi-
denciaron metéstasis hematdgenas.

En seis de los animales de la serie IVA (irradiacion del lecho e implante inmediato de
suspension celular) se encontraron metastasis iliacas homolaterales, sefidar que fue en estos
animales en los que mayor crecimiento tumoral se encontré en la necropsia (mayor de 500
milimetros cubicos); en €l resto de los animales en los que se irradio e lecho previo a implante
tumoral (series IA, IB, IVA, IV B) no se evidenciaron metastasis linféticas. En ninguno de los
animales de las series citadas se apreciaron metastasis hematdgenas a los catorce dias post-

implante tumoral.
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En cuanto a los resultados obtenidos en |a serie Especia (con un seguimiento desde la
irradiacion del lecho hasta la necropsia superior a los 14 dias) podemos sefidar que en ocho
animales se evidenciaron metéstasis linfaticas (regionales, abdominales y mediastinicas) y en
seis ratones encontramos metastasis hematdgenas (pulmonares en cuatro, hepaticas en dos,
carcinomatosis peritoneal en uno) (figuras 15 y 16), coincidiendo este dato con aguellos

animales con un mayor tiempo de evolucién tumoral sobre lecho irradiado.

Serie Volumen Tiempo Metastasis Metastasis
Linfaticas Hematdgenas

Raton 138 Control t.s. 503 14 dias Si no
Raton 139 Control t.s. 864 14 dias Si no
Raton 140 Control t.s. 785 14 dias Si no
Raton 141 Control t.s. 419 14 dias Si no
Raton 142 Control t.s. 838 14 dias Si no
Raton 143 Control t.s. 733 14 dias Si no
Raton 144 Control t.s. 785 14 dias Si no
Raton 145 Control t.s. 503 14 dias Si no
Raton 146 Control t.s. 829 14 dias Si no
Raton 147 Control t.s. 817 14 dias Si no
Raton 155 Control s.c. 880 14 dias Si no
Raton 156 Control s.c. 1089 14 dias Si no
Raton 157 Control s.c. 1089 14 dias Si no
Raton 158 Control s.c. 785 14 dias Si no
Raton 159 Control s.c. 880 14 dias Si no
Raton 160 Control s.c. 952 14 dias Si no
Raton 161 Control s.c. 942 14 dias Si no
Raton 162 Control s.c. 1021 14 dias Si no
Raton 192 Control s.c. 785 14 dias Si no
Raton 193 control s.c. 950 14 dias Si no
Raton 42 |V A 524 14 dias Si no
Raton 43 |V A 524 14 dias Si no
Raton 44 |V A 524 14 dias Si no
Raton 45 |V A 524 14 dias Si no
Raton 46 |V A 524 14 dias Si no
Ratén 11  Especial 204 16 dias No no
Ratén 12  Especial 531 18 dias Si no
Ratén 19 Especial 1026 28dias Si sl

Ratén 20 Especial 754 19dias Si no
Ratén 21  Especial 1335 28dias Si si

Ratén 22 Especial 1320 28dias Si si

Ratén 30 Especial 1100 28 dias Si sl
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Ratén 31  Especial
Ratén 32 Especial
Ratén 62 Especial

1198
251
1340

25dias Si
17 dias No
28dias Si

no

106



Figura 14: Metéstasis linfética de melanoma
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Figura 15: Carcinomatosis peritoneal
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Figura 16: Metastasis pulmonares de melanoma

4.2 ANALISISESTADISTICO

4.2.1 VOLUMEN TUMORAL
En & Anexo 4 se recogen las medidas en milimetros cubicos del volumen acan-
zado por el melanoma en las distintas series, asi como las distintas variables introduci-

das para e andlisis estadistico con e programa SPSS para windows.
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Hemos analizado el comportamiento tumoral frente a la irradiacién del lecho,
del tumor o de ambos, asi como la posible influencia del intervalo temporal o € tipo de
implante tumoral.

Aplicamos para € estudio estadistico € andlisis de la varianza (ANOVA), cuan-
do las comparaciones eran entre tres 0 mas grupos y la T-Student para comparar mues-
tras independientes cuando €l nimero de grupos era de dos. Inicialmente aplicamos
ANOVA con € conjunto de datos para obtener s existian diferencias significativas
segun las diferentes variables establecidas: elemento irradiado, intervalo entre irradia-
cion e implante y tipo de elemento neoplasico implantado.

En latabla 1 se reflgan los resultados globales que indican que existen diferen-
cias significativas con p< 0.001 cuando analizamos bien la variable “irradiacion “, bien
la variable “intervalo temporal”, sin entrar a valorar en que punto se produce la signi-
fcacion estadistica; para obteneer esta informacion realizaremos comparaciones a poste-
riori para cada variable.

En referencia ala 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 compardbamos tumor sdlido frente a suspension celular de melanoma

(tabla 2)

Tablal
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ANOVA

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Volumen Inter-grupos | 10993111 3 3664370 341,952 ,000
tumoral Intra-grupos | 1457383,1 136 | 10716,052
Total 12450495 139
intervalo Inter-grupos 38,571 3 12,857 58,286 ,000
irradiacion  |ntra-grupos 30,000 136 221
implante 45 68,571 139
tipo de Inter-grupos ,000 3 ,000 ,000 1,000
implante Intra-grupos 35,000 136 257
wmoral g 35,000 139
Tabla2
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Volumen Inter-grupos | 9506548,5 2 4753274 221,199 ,000
tumoral Intra-grupos | 2943946,1 137 | 21488,657
Total 12450495 139
irradiacion Inter-grupos 68,571 2 34,286 58,714 ,000
lecho-tumor  |ntra-grupos 80,000 137 584
Total 148,571 139
tipo de Inter-grupos ,000 2 ,000 ,000 1,000
implante Intra-grupos 35,000 137 ,255
tumoral Total 35,000 139

4.2.1.1 Elementoirradiado

La comparacion de los resultados obtenidos en las distintas series experimenta-

les aporta resultados muy dispares segun el elemento irradiado sea el lecho o € tumor.

Asi lairradiacion del lecho produce diferencias notables en cuanto al volumen tumoral
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alcanzado frente a de las series control, en las que el volumen tumoral acanzado os-

cil6 entre 419 y 1089 milimetros cubicos, mientras que cuando se irradiaba €l lecho

dicho volumen entre 63 y 524 milimetros cubicos. Dicha diferencia fue mas marcada

cuando comparamos con los resultados obtenidos a irradiar el implante tumoral (os-

cilando en estos casos el material negro-parduzco entre 0,10 y 2,10 milimetros cubicos)

0 cuando irradiabamos tumor y lecho (con variacion en estos casos entre 0,05 y 1,10

milimetros cubicos) (tabla 3)

Tabla3
Desviacion
Recuento | Minimo Maximo Media tipica
:gf:?fd?,?or control :{;L%Taeln 20 419,00 | 1089,00 823,60 180,99
g;??;iﬂgn :(J(:]ngr:aeln 40 63,00 524,00 238,23 146,32
Goumor wmow | 4| 0| 21| e 52
dolechoy tmora | 0| o8| 0] a0 26

Utilizando Andlisis de la varianza (ANOV A) obtenemos que existen diferencias

significativas con p<0,001 cuando lavariable “elemento irradiado ” era analizado:

112




ANOVA

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Volumen Inter-grupos | 10993111 3 3664370 341,952 ,000
tumoral Intra-grupos | 1457383,1 136 | 10716,052
Total 12450495 139

Dado que ANOVA Unicamente nos ha indicado la existencia de diferencias sig-

nificativas sin especificarnos dénde se producen, procedimos a realizar comparaciones
a posteriori del Andlisis de la Varianza mediante el método de Scheffe (tabla 4) obte-

niendo los siguientes resultados :

1) Lairradiacion del lecho (series |y 1V), del tumor (series |l y V) o de am-

bos (series 111 y VI) frente a las series control produce diferencias significativas

en cuanto al volumen tumoral acanzado con p<0,001.

2) La irradiacion bien del tumor o bien del lecho y € tumor produce dife-

rencias significativas frente ala irradiacion exclusiva del lecho con p<0,001.

3) Lairradiacion del tumor frente a lairradiacion del lecho y tumor no con-

diciona diferencias significativas con p=1,000

Tabla4
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: Volumen tumoral

Scheffé
Diferencia Intervalo de confianza
0) ) de al 95%
irradiacion irradiacion medias Error Limite Limite
lecho-tumor  lecho-tumor (1-J) tipico Sig. inferior superior
control irradiacion
del lecho 585,3750* 28,350 ,000 | 505,1222 | 665,6278
irradiacion .
del tumor 822,9395 28,350 ,000 | 742,6867 | 903,1923
irradiacion
de lechoy 823,2953* 28,350 ,000 | 743,0425 | 903,5480
tumor
irradiacion control -585,3750* 28,350 ,000 | -665,6278 | -505,1222
del lecho irradiacion
*
del tumor 237,5645 23,147 ,000 | 172,0384 | 303,0906
irradiacion
de lechoy 237,9203* 23,147 ,000 | 172,3941 | 303,4464
tumor
irradiacion control -822,9395* 28,350 ,000 | -903,1923 | -742,6867
del tumor irradiacion
del lecho -237,5645* 23,147 ,000 | -303,0906 |-172,0384
irradiacion
de lechoy ,3558 23,147 1,000 -65,1704 65,8819
tumor
irradiacion control -823,2953* 28,350 ,000 | -903,5480 | -743,0425
de lechoy irradiacién
tumor del lecho -237,9203* 23,147 ,000 | -303,4464 |-172,3941
irradiacion
del tumor -,3558 23,147 1,000 -65,8819 65,1704

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

4.2.1.2.Intervalo temporal
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El andlisis descriptivo (tabla 5) nos refleja una importante variacion del volumen

tumoral acanzado frente a las series control de las series que recibieron irradiacion y

por lo tanto que se distribuyeron segiin intervalo temporal en implante inmediato tras

irradiacion (series A) o tras una semana (series B).

La comparacion del volumen alcanzado a los catorce dias tras implante tumoral

seglin la variable temporal nos aporta datos muy homogéneos, oscilando e volumen

tumoral alcanzado en las series A entre 0,10 y 524 milimetros cubicos con una media de

92,86 milimetros cubicosy en las series B entre 0,05 y 418 milimetros cubicos, con una

media de 66,60 milimetros cubicos.

Tabla5
Desviacién
: Recuento Minimo Maximo Media tipica
;?rtaecrl\i/:cl?én ir;sadiacién :L%%T;In 20 419,00 1089,00 823,60 180,99
implante :nmmpf;l;eto :ﬂ‘g’:‘;” 60 10 | 524,00 92,86 164,30
g‘ete;";'gs :ﬂ‘g’:‘;” 60 05 | 418,00 66,60 111,15

El andlisis estadistico de la influencia de la variable “temporal” sobre € volu-

men tumoral acanzado, utilizando ANOVA resulta estadisticamente significativo con

p<0,001.
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ANOVA

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Volumen  Inter-grupos | 9506548,5 2 | 4753274 | 221,199 ,000
tumoral Intra-grupos | 2943946,1 137 | 21488,657
Total 12450495 139

Utilizando el método de Scheffe del Andlisis de la Varianza (tabla 6) para com-

paraciones a posteriori obtenemos:

1) Cuando comparamos los resultados obtenidos al realizar el implante tumoral

p<0,001.

bien inmediatamente tras irradiacién (series A) o tras una semana (series B)

frente alas series control se obtiene que existen diferencias significativas con

2) Lacomparacion de lainfluencia tempora sobre el volumen tumoral acanza

tras siete dias) no resulta estadisticamente significativa p=0,619 (>0,05).

do (series A o implante inmediato frente a las series B o implante diferido
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Tabla6

Variable dependiente: Volumen tumoral

Comparaciones multiples

Scheffé
0} J) Diferencia Intervalo de confianza
intervalo intervalo de al 95%
irradiacion irradiaciéon medias Error Limite Limite
implante implante (1-3) tipico Sig. inferior superior
no implante
irradiacion  inmediato 730,7430* 37,849 ,000 | 637,0750 | 824,4110
i |
g‘ete;\';;s 756,968+ 37,849 000 | 663,3289 | 850,6648
implante no
inmediato _irradiacién -730,7430* 37,849 ,000 |-824,4110 |-637,0750
intervalo
de 7 dias 26,2538 26,764 ,619 -39,9794 92,4871
intervalo no
de 7 dias irradiacion -756,9968* 37,849 ,000 | -850,6648 | -663,3289
implante
inmediato | 262938 26,764 619 | -92,4871 | 39,9794

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

4.2.1.3 Tipo de implante

El andlisis descriptivo de los resultados obtenidos (tabla 7) segun €l tipo de im-
plante tumoral reflgja valores similares en cuanto a volumen tumoral acanzado, osci-
lando €l mismo entre 0,05 y 864 milimetros cubicos, con una media de 153,35 milime-
tros cubicos cuando el implante era de tumor solido y entre 0,06 y 1089 milimetros di-
bicos, con una media de 218,65 milimetros cubicos cuando se implantaba suspension

celular de melanoma.
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Tabla7

Desviacién
Recuento Minimo Maximo Media tipica
tipo de tumor Volumen
implante  sélido tumoral 0 .05 864,00 153,35 253,71
tumoral " suyspension  Volumen
celular tumoral 70 ,06 1089,00 218,65 337,51

El andlisis de la varianza (ANOVA) nos indica que la variable "tipo de implante

tumora" no es estadisticamente significativa con relacion a volumen tumoral alcanzado

a los catorce dias con un valor de p= 1,000 (ver tablas 1 y 2). Dado que la comparacion

se readiza entre dos grupos (tumor sdlido frente a suspensiéon celular de melanoma) y

ANOVA puede no ser correcto realizamos también la comparacion con la prueba T-

Student para dos muestras independientes. En ambos casos obtenemos que la variable

"tipo de implante tumora" no produce diferencias significativas con relacion a volu-

men tumoral alcanzado con p=0,198 (tablas 8y 9).

Tabla8
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Volumen Inter-grupos | 149245,11 1 149245,1 1,674 , 198
tumoral Intra-grupos | 12301249 138 | 89139,489
Total 12450495 139
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tabla 9

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene
para la igualdad de

varianzas Prueba T para la igualdad de medias
Diferencia| Error tip tervalo de confianz
Sig. de de la para la media
F Sig. t gl (bilateral)| medias piferencial Inferior |Superior
volumen Se han
calculadc asumido
segin  varianza 7,912 ,006 | -1,292 138 ,198 65,7892 50,9027 166,4392 |34,8608
férmula iguales
No se
han
asumido -1,292 (127,547 ,199 +65,7892 (50,9027 |66,5122 (34,9338
varianza
iguales

4.3. HALLAZGOS MICROSCOPICOS

4.3.1 SERIES CONTROL
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4.3.1.1. Serie Control de tumor sdlido

Las caracteristicas microscépicas vienen definidas por una proliferacion celular
solida, con &reas de necrosis. Dicha proliferacion infiltra entre las fibras musculares
estriadas de los musculos adyacentes y en torno a estructuras nerviosas. En general, las
masas neoplésicas estén constituidas por células poligonales que poseen nucleos volu-
minosos con nucleolos prominentes (figura 17). Los citoplasmas son también amplios,
claros o eosindfilos y presentan variable cantidad de pigmento, dependiendo del &rea
examinada. Incluso es posible observar regiones donde se distingue aternancia de cé-
lulas melandticas y amelandticas (figuras 17 y 18). Los hechos previamente expuestos
se observan con nitidez en cortes semifinos. Efectivamente, las células neoplasicas apa-
recen bien delimitadas, distinguiéndose en los nucleos uno 6, por lo general, varios nu-
cleolos de diferente tamafio (figuras 19 y 20). La cromatina suele estar en su mayor
parte desespiralizada y los limites nucleares son esféricos o presentan algunas escotadu-
ras (figura 21). Los citoplasmas, amplios y con algunas microvacuolas (figuras 19y 21),
poseen melanosomas que, como se ha dicho, aparecen en un nimero variable. Con fre-
cuencia se disponen en la periferia del citoplasma, presentdndose como un punteado
delimitante del mismo (figuras 20, 21 y 22). No obstante, hemos observado células en
las que los melanosomas estadn en una cantidad elevada, distribuidos por todo e cito-
plasmay 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

areas donde las células neoplésicas infiltran e musculo
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Figuras 17 y 18: Imagenes en microscopia éptica (Hematoxilina-Eosing) en las que se
aprecia una proliferacion celular solida constituida por células poligonaes de nucleos
voluminosos y nucleolos prominentes. Es posible observar areas con células melandti-

cas entremezcl adas con otras amelandticas. 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 neoplésicas. Se aprecian con frecuencia en sus nucleos varios nucleolos de dife-

rente tamano.
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Figura 21: Area perteneciente a tejido neoplésico observada en un corte semifinos. Se
distinguen como €l nulcleo que centra la imagen muestra profundas escotaduras y su
cromatina, a igua que @ resto de los nicleos, aparece desespiralizada; llama la aten-

cién en € citoplasma celular la existencia de abundantes microvacuolas.

Figura 22: Area neoplésica 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 pré-

xima a fibras muscul ares estriadas.
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Figuras 23 y 24: Digtintos territorios constituidos por células tumorales en las que se
aprecia una intensa actividad mitética. Apréciense la morfologia de los cromosomas en

algunas de estas mitosis.
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esquelético, las células musculares muestran considerables modificaciones, con atera-
ciones de los nucleos y pérdida méas o menos acentuada de la normal estriacion. Es lla-
mativo observar como las células neopléasicas entran en intimo contacto con dichas es-
tructuras musculares.
Ultraestructuralmente se ponen de manifiesto los hechos previamente expuestos.
Un dato de valor en la identificacién precisa de las células viene dado por la demostra-
cion de melanosomas 0 pre-melanosomas en algunas aparentemente amelandticas con
microscopia Optica. Ademas de los melanosomas o pre-melanosomas, en |os citoplas-
mas celulares se distinguen  abundantes polirribosomas libres y algunas cisternas de
reticulo endopldsmico rugoso (figura 25). Se identifican también uniones de refuerzo
entre membranas de células adyacentes. Asimismo resalta la diferente densidad que
puede adquirir €l hialoplasma celular en los elementos neoplésicos (figura 25). La cro-
matina en su mayor parte aparece desespiralizada, observandose pequefios 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), conservandose
durante la fase divisional algunos de los granulos correspondientes a melanosomas y
pre-melanosomas. La ultraestructura permite también diferenciar con nitidez las células
melanicas de los macréfagos, distinguiéndose en éstos Ultimos lisosomas secundarios
que engloban agregados de melanosomas. Los macréfagos pueden también incorporar
restos celulares (figura 28).
En el estroma hay variable vascularizacion, evidenciandose vasos de distinto
calibre (figuras 17,18 y 29) revestidos por endotelio aplanado y con relativa frecuencia

congestivos. Las células neoplésicas se disponen en intima 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 si, muestran en su citoplasma melano-
somas 'y pre-melanosomas, asi como polirribosomas libres y cisternas de reticulo endo-

plasmico rugoso.

Figura 26: Vision ultraestructural de dos células neoplasicas cuyos nicleos muestran la
cromatina desespiralizada salvo pequefios acimulos localizados bajo la membrana nu-

clear. Se distinguen claramente |os nucleolos.
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Figura 23




Figura 27: Vision ultraestructural de una célula neoplasica en mitosis. Se evidencian
con nitidez los cromosomas, asi como agunos granulos correspondientes a melanoso-

masy pre-melanosomas

Figura 28: Imagen en corte ultrafino perteneciente a un macréfago, cuyo citoplasma
aparece parcialmente ocupado por lisosomas secundarios englobando melanosomas y

restos celulares.
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Figura 29: Area neoplésica en la que se distinguen un vaso sanguineo congestivo, re-
vestido por endotelio aplanado; se observa que los elementos neopléasicos se disponen

en intima vecindad a |as paredes vascul ares.
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endoteliaes. En el estroma se observa también un infiltrado inflamatorio, constituido
por linfocitos, macréfagos y algunos leucocitos polimorfonucleares. Muchos de los me-
créfagos corresponden a melanéfagos, los cuales poseen abundantes granulos meléani-
cos, correspondientes a lisosomas que han incorporado melanosomas liberados a partir
de las células neoplasicas. Existen areas necrobidticas, en las que los nlcleos se hacen
picnéticos, mientras que los limites celulares son imprecisos (figura 30). Las zonas de
necrosis varian en amplitud, apareciendo con restos celulares, en 10s que no se reconoce
la estructura primitiva. Con relativa frecuencia hemos observado areas neoplésicas peri-
vasculares conservadas, rodeadas por espacios necréticos, existiendo clara relacion de
la necrosis con su lgjania de los vasos sanguineos (figura 31). Lainfiltracion de los fas-
ciculos musculares estriados se observa con mayor frecuencia en las éreas periféricas de
la neoformacion. Aunque puede existir un “ frente delimitante” entre la neoplasiay los
fasciculos de células musculares estriadas (figura 32), en genera este limite es infil-
trante, de manera que se observan fibras o células musculares que van quedando englo-
badas entre las células neoplésicas (figuras 33 y 34).

El crecimiento en torno a los filetes nerviosos raramente se introduce por los
espacios perineuraes, aunque las células neoplésicas quedan en intimo contacto con el

epi-perinero (figura 35).

4.3.1.2. Serie control de suspension celular
Las células neoplésicas de la suspension celular fueron estudiadas bajo micros-
copia Optica 'y electronica antes de su administracion. En general aparecen como ele-

mentos bien delimitados, con nicleos ovoides, levemente escotados y con cromatina
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Figura 30: Zona de la neoplasia que muestra signos de necrobiosis. Aparecen nucleos
picnéticos y limites celulares imprecisos. Los vasos sanguineos presentes se muestran

dilatados y congestivos.

Figura 31: Areatumora en laque llamala atencion la presencia de elementos celulares
neopl &sicos conservados, en vecindad a un vaso sanguineo. Las zonas al€jadas del vaso

muestran claros signos de necrosis.
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Figura 32: Territorio limitrofe entre tejido neoplasico y fibras musculares estriadas, que

aparecen en laimagen cortadas transversal y oblicuamente.
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Figuras 33 y 34: Didtintas éreas en las que se demuestra € caréacter infiltrante de las
células neoplasicas. Notense 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 relacion 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 nimero de melanosomas varia considerablemente, siendo posible poner
de manifiesto con microscopia electrénica la presencia de melanosomas y pre-
melanosomas en células aparentemente amelandticas con microscopia 6ptica (figuras 36
y 37).

La proporcién de organelas es moderada, con abundantes polirribosomas libres,
algunas cisternas de reticulo endopldsmico rugoso, uno o varios dictiosomas de peque-
flas dimensiones, variable niUmero de filamentos y agunas vacuolas y mitocondrias
elongadas o de configuracion circular a corte, dotadas de crestas transversales.

Un hecho importante y a destacar es que en € cultivo celular se demostré ani-
camente la presencia de células melanicas, no observandose la existencia de elementos
endoteliales o de otra natural eza.

Unavez inoculadas las células, € estudio de las masas tumorales permite
demostrar el crecimiento de unapoblacion celular solida (figuras 38, 39y 40) con
variable pigmentacion citoplésmicay focosde necrosis, asi como una ata tasa
divisional. En el estudio ultraestructural de dichas cdulas se demuestra variable
proporcion de melanosomas y pre-melanosomas que permiten el diagndstico alin en
zonas amelandticas (figuras 41 y 42). Se sigue poniendo de manifiesto la existencia de
mitocondrias con crestas transversales, cisternas aisladas de reticulo endoplasmico ru-
goso, uniones intercelulares, Aparato de Golgi moderadamente desarrollado, asi como
nucleos con elevada proporcion de cromatina desespiralizada y nucleol os prominentes.

Constatamos también, a igual que en la serie de control con implante de tumor sélido
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Figuras 36 y 37: Imégenes ultraestructurales de células neoplasicas en cultivo. Se ob-
serva como su nucleo es ovoide con ligeras escotaduras y cromatina en gran parte de-
sespiralizada. Son evidentes en el citoplasma abundantes mitocondrias y algunas cister-

nas de reticulo endoplasmico rugoso, asi como agunos 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 pigmentacion citoplasmética. Las areas hipercelulares coe-

xisten con focos de necrosis.
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Figuras 41y 42: Digtintas visiones parciales de células neoplasicas, |laman la atencion
la existencia en la membrana nuclear de abundantes invaginaciones que en ocasiones
originan imégenes caprichosas (figura42). En e citoplasma se aprecian melanosomas

y pre-melanosomeas.
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gue en la serie de control con implante de tumor solido, la infiltracién de grupos
celulares entre las fibras musculares estriadas (figuras 43, 44 y 45), disecandolas en

pequefios grupos o de forma aislada.

4.3.2. SERIES EXPERIMENTALES:
4.3.2.1 Subgrupos IA 'y IB : Implante de melanoma solido no irradiado en
lecho irradiado. Subgrupo A cuando € intervalo entre irradiacion e implante fue infe-
rior a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete dias.

En estas series se han observado resultados microscopicos similares a implantar
tumor solido inmediatamente después de irradiar € lecho (serie 1A) o tras un intervalo
de siete dias; por lo que |os presentaremos de manera conjunta.

En general se produce crecimiento neoplasico que infiltra masculo estriado, en
torno a estructuras nerviosas y observandose vasos sanguineos entre grupos de células
tumorales. El examen histol6gico comparativo respecto a la serie control pone de mani-
fiesto similar forma de crecimiento, con areas de necrosis en zonas al€jadas de los va-
sos, mientras que se conservan las células adyacentes a estos ultimos (figura 46). La
penetracion entre las fibras musculares adquiere las mismas caracteristicas, observando-
se masas neoplésicas que separan a las fibras (figura 47). EI componente neoplasico
infiltrante conserva su capacidad divisional, poniéndose de manifiesto figuras de mitosis
(figura 48) en las que también se remarca la caracteristica disposicion de los cromoso-
mas. En lo que respecta a la pigmentacion de las células no hemos observado variacién

en laintensidad o distribucién 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 tumoral es adyacentes a estructuras vascul ares.

Figura 47: Infiltracion del componente tumoral entre |as fibras musculares esquel éticas.

Obsérvense regueros de células neoplasicas 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 esquel éticas.

Figura 49: Corte semifino del componente tumoral melanico donde se aprecian
estadios divisionales de estas cé ulas, asi como una distribucién del pigmento similar a

de los casos control.
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Particular atencién hemos prestado a las estructuras vasculares que acomparian a
las masas neoplésicas en crecimiento y les sirven de soporte nutritivo. Los vasos apare-
cen revestidos por fino endotelio con variable nimero de células perivasculares en su
entorno (figuras 50, 51y 52).

Ocasionalmente observamos vasos trombosados con variable nimero de pla-
quetas y hematies que taponan y ocluyen sus luces (figuras 53 y 54). En las éreas de
infiltracién entre las células musculares, 10s vasos aparecen relativamente proximos a
estas Ultimas (figura 55). Ocasionalmente hemos evidenciado focos de calcificaciéon u
osificacion en las fascias vecinas al componente neoplésico (figura 56).

En lo que respecta a los melanéfagos, éstos tienden a disponerse predominante-
mente en espacios perivasculares, identificandose con nitidez por sus lisosomas secun-
darios y por poseer nuicleos menos voluminosos y mas crométicos que los de las células

neopl &sicas adyacentes (figura 57).

4.3.2.2. Subgrupos IIA 'y 11B: Implante de melanoma solido irradiado en le-

cho no irradiado. Subgrupo A cuando €l intervalo entre irradiacion e implante fue infe-
rior a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete dias.

En estas series en las que se implanté un milimetro cdbico de tumor sdlido irra-

diado sobre lecho no irradiado, se han observado resultados microscopicos similares

tanto cuando €l intervalo entre irradiacion e implante fue inmediato (11A) como cuando

fue de siete dias (11B). Por ello presentaremos |os resultados de forma conjunta.
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Figura 50

Figuras 50, 51 y 52: Diversas imagenes correspondientes a estructuras vasculares in-
mersas en el parénquima tumoral. Se aprecia una capa simple de células endoteliales,

asi 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.

159



160



Figura 55: Corte semifino donde es posible apreciar vasos sanguineos en proximidad a

células musculares esquel éticas.

Figura 56: Fendmenos de calcificacion en areas proximas a componente tumora melé

nico.
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Figura 57: Estructuras vasculares en cuya periferia se disponen melanéfagos. 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 atencién la
presencia de células neopléasicas con variable pleomorfismo, las cuales se disponen so-
bre las fascias 0 en torno a los nervios. Entre estas células podemos apreciar un nimero
elevado de melandfagos. Efectivamente, las células melénicas proliferantes muestran
nucleos con diferente morfologia, con numerosas escotaduras superficiaes (figura 58),
[lamando la atencidn la existencia de nucleolos muy prominentes (figura 59), a veces
numerosos (figuras 60 y 61). Ocasionalmente, las células muestran niicleos abigarrados
(figuras 62 y 63), polilobulados o mdltiples (figura 64).

Algunas de las células neoplasicas penetran en las areas superficiales de masculo
estriado (figuras 65 y 66). En los citoplasmas celulares se aprecia variable cantidad de
pigmento y, cuando éste aparece, tiende a disponerse en los méargenes de las células.

En € intersticio se observan vasos sanguineos y un numero elevado de melano-
fagos que supera el de células neoplésicas. En dichos melanéfagos se observan abun-
dantes lisosomas con granulos melénicos englobados. Los nlcleos de los macréfagos se
diferencian claramente de |os elementos neopl asicos, por ser mas peguefios, uniformesy
de cromatina més condensada (figuras de 58-66).

Un hecho llamativo en la presente serie viene dado por la presencia de areas con
fendmenos de osificacion, evidenciandose osteoblastos, zonas de proliferaciéon de as-

pecto mesenquimal y trabéculas éseas con matriz calcificaday osteocitos (figura 67).

164



Figuras 58 y 59: Componente tumoral melénico donde se observan escotaduras superfi-

ciaes (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

multiples.
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Figura 60

Fignira 61

169



Figura 62

Figuras 62, 63y 64: El componente tumoral muestra los niicleos celulares en ocasio-
nes abigarrados, multiples o polilobulados . Es de destacar |a coexistencia con numero-

sos melandéfagos.
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Fimra 64
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Figuras 65 y 66: Penetracion del componente melénico en las zonas superficiaes del
musculo esquelético. El citoplasma de estas células muestra el pigmento melanico en

variable proporcion, tendiendo a disponerse en los margenes celulares.
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Figura 67: Zona de osificacion, con osteoblastos y osteocitos en vecindad a fibras mus-

culares esquel éticas que en esta imagen aparecen cortados transversal y oblicuamente.
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4.3.2.3 Subgrupos I11A y I1IB: Irradiacion tanto del lecho como del me-
lanoma solido. Subgrupo A cuando €l intervalo entre irradiacion e implante fue inferior

a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete dias.

En la mayor parte de los casos de |as presentes series solamente se puso de me-

nifiesto un area pigmentada, escasamente prominente en las fascias o &reas perineurales.

Desde € punto de vista microscopico, las zonas previamente mencionadas con-
sisten en melan6fagos dispuestos en intimo contacto con la superficie de las citadas es-
tructuras (figura 68). En ocasiones, |os melandfagos forman acimulos. Entre |os macré-
fagos hemos observado variable nimero de células neopléasicas, por 1o general pleomor-
ficasy con nucleos abigarrados (figuras 68, 69, 70y 71). Las células neoplasicas poseen
citoplasmas amplios y eosinofilicos, con prolongaciones superficiales. Algunos de los
vasos preexistentes muestran fendmenos de engrosamiento parietal e infiltracion infla-
matoria (figura 72). Con frecuencia apreciamos células neoplésicas en intima vecindad

atrayectos nerviosos (figuras 71y 73).

En cortes semifinos, &l pleomorfismo nuclear, 1os nucleolos prominentes, e va
riable nimero de melanosomas y |os citoplasmas amplios son muy evidentes (figuras 74
y 75). Al igua que en las series anteriores nos llamo la atencion la presencia de focos de

osificacion, con trabéculas dseas maduras y bien conformadas (figura 76).
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Figuras 68, 69, 70 y 71: Imagenes correspondientes a melanéfagos en los que se obser-
van su disposicion en acimulos. Interpuestos con estas células se pueden apreciar célu-

las tumoral es de aspecto pleomérfico.
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Figuras 72 y 73: Imégenes en los que podemos observar engrosamiento de la pared vas-
cular, asi como componente inflamatorio (figura 72) y células neoplasicas en estrecha

relacion con fibras nerviosas.
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Figuras 74 y 75: Cortes semifinos que muestran caracteristicas citologicas del compo-
nente tumoral: apréciense e pleomorfismo de sus nicleos, desarrollo de los nucleolos,

amplios citoplasmas, asi como variable proporcion de melanosomas.

181



182



Figura 76: Fendmenos de osificacién en los que se destacan una estructura tipica con

trabécul as 6seas maduras.
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4.3.2.4 Subgrupos IVA y 1VB: Implante de suspension celular no irradia-
da en lecho irradiado. Subgrupo A cuando €l intervalo entre irradiacion e implante fue

inferior a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete dias.

Como se ha presentado en las caracteristicas macroscépicas, con sus correspon-
dientes pardmetros, los tumores de esta serie crecieron aproximadamente la mitad res-
pecto a la serie control. En general, se originaron masas claramente detectables, obser-
vandose infiltracién neoplasica entre el musculo estriado y en torno a las estructuras
nerviosas. Al igual que en series precedentes, no encontramos diferencias seglin que €l
implante celular se realizara inmediatamente después de irradiar €l lecho, como cuando
el intervalo fue de siete dias.

Microscopicamente se aprecia un crecimiento en forma de masas solidas con
zonas de necrosis (figura 77), llamando la atencién que entre las areas conservadas se
observaban fibras musculares estriadas aisladas 0 en pequefios grupos (figuras 77 'y 78),
demostrando el crecimiento predominantemente infiltrante de la neoplasia. Cémo se ha
expuesto macroscopicamente, e tumor engloba trayectos nerviosos (figuras 79, 80 y
81).

En cortes semifinos evidenciamos células neoplasicas con variable pleomorfis-
mo, nucleolos prominentes y diferente cantidad de pigmento melénico. Dichas células
muestran figuras de mitosis con relativa frecuencia (figura 82). Entre las mismas apare-
cen fibras musculares estriadas degeneradas (figura 83) y vasos sanguineos. Estos Ulti-
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 melanicas que siguen un patrén claramente
infiltrante. Se pueden distinguir zonas necréticas, asi como restos de fibras musculares

estriadas esquel éticas.
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Figura 78
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Figura 79

Figuras 79,80 y 81: Diversas imégenes en las que distinguimos e crecimiento del im-

plante de melanoma que rodea completamente a varios trayectos nerviosos.

187



188



Figura 82

Figuras 82,83 y 84: Diferentes aspectos del crecimiento tumoral en cortes semifinos. Se
aprecian células tumorales de gran tamafio, con variable proporcion de melaninay en
las que es posible observar alguna mitosis (figura 82). EI componente del lecho recep-
tor, fibras musculares esquel éticas, muestra signos degenerativos (figura 83). Asimismo

es posible encontrar endotelios relativamente conservados (figura 84).
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la pared vascular o incrementadas en nimero (figura 85). Observamos también espacios
hematicos en los que no se reconoce endotelio de revestimiento en algunas areas, con

discretos depositos de fibrina en su entorno (figura 86).

4.3.2.5 Subgrupos VA y VB: implante de suspension celular irradiada en le-
cho no irradiado. Subgrupo A cuando €l intervalo entre irradiacion e implante fue infe-

rir a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete dias.

En las presentes series se observo un crecimiento discreto, milimétrico, en el
area donde se implantaron las células tumorales, poniéndose de manifiesto por una zona
algo prominente y pigmentada, |os resultados fueron similares tanto cuando €l intervalo
temporal fue inferior a veinticuatro horas o de una semana, por lo que expondremos los
hallazgos de forma conjunta.

Microscépicamente las células neoplésicas originaban la presencia de peguefios
acumulos superficiales (figuras 87 y 88) y, en ocasiones entre e tejido conectivo subya-
cente (figura 89). En ambos casos pusimos de manifiesto asociacion a estructuras ner-
viosas (figuras 87 y 89). En ocasiones las células neopl asicas invadian espacios perineu-
rales o crecian dentro de los propios trayectos nerviosos (figuras 89, 90 y 91). Entre €l
componente celular neoplasico se pusieron de manifiesto abundantes melanéfagos (fi-
guras 92y 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 microcirculacion en
lecho irradiado: ocasionalmente se aprecian elementos plaguetarios que se adhieren ala
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: Disposicion en acimulos del implante de melanoma tanto en areas

superficiales asi como situacion proxima alas fibras nerviosas
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Figura 89

Figuras 89, 90 y 91: Distribucién en acimulos del melanoma en € tejido conectivo
subyacente (figura 89). En ocasiones invadian los espacios perineurales y 10s 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

mel anéfagos.
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aprecia variable cantidad de pigmento melénico (figuras 94 y 95). Los melanéfagos
destacan por la existencia de abundantes lisosomas secundarios, ampliamente contrasta-
dos en sus citoplasmas. Entre las células neoplésicas se ponen de manifiesto pequefios

vasos sanguineos de endotelios aplanados (figuras 95, 96 y 97).

4.3.2.6 Subgrupos VIA 'y VIB:Implante de suspension celular irradiada so-
bre lecho irradiado. Subgrupo A cuando € intervalo entre irradiacion e implante fue

inferior a 24 horas. Subgrupo B cuando dicho intervalo fue de siete dias.

Al igua que en algunas de las series anteriores, son presentadas conjuntamente
las dos subseries, ya que se obtuvieron resultados andl ogos.

Desde € punto de vista macroscépico [lama la atencién la presencia de un &rea
pigmentada de oscuro, no prominente en el sitio donde se implantaron las células. Dicha
area corresponde sobre todo a la superficie de fascias y de tejido nervioso.

El estudio microscopico mostrd la presencia de macréfagos cargados de pig-
mentos (melandfagos). Los macréfagos tienden a disponerse alrededor de vasos sangui-
neos o bien en pequefios acimulos (figuras 98 y 99). Se apreciaron también escasas
células melanicas, muy pleomérficas, con nucleos abigarrados y polilobulados (figuras
100 y 101). En genera presentan citoplasmas amplios con variable cantidad de pig-

mento melénico, que tiende a distribuirse en la periferiade las células.
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Figuras 94,95: Cortes semifinos donde se aprecian con claridad caracteristicas citol 6gi-
cas del componente tumoral: nucleos irregulares y destacados nucleolos, asi como va-
riable proporcién de pigmento melanico. Resulta [lamativa la existencia de abundantes
melandfagos localizados conjuntamente con € componente tumoral; estas células pre-

sentan abundantes lisosomas secundarios.
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Figuras 96 y 97: Es de destacar |a existencia de neovasos en |0s que se observan células

endoteliales aplanadas.
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Figuras 98 y 99: Apréciese la disposicion en acimulos de células macrofégicas (mela-

n6fagos) préximos a vasos sanguineos.
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Figuras 100 y 101: Componente tumoral en donde se destacan su pleomorfismo celular,
asi como nucleos lobulados y disposicién periférica del pigmento melénico en su cito-

plasma.
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Un hecho que nos ha Ilamado la atencién en estos casos es la presencia de focos
de adipogénesis en cuyo entorno se observan macréfagos cargados con pigmentos me-
lanicos. De estas &reas, las células adiposas son multiloculares y de disposicion perivas-

cular, observandose también algunos macréfagos cargados con lipidos (figuras 102 y

103).
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Figuras 102 y 103: Fendmenos de adipogénesis en €l lecho receptor. Obsérvense los
adipocitos multiloculares (grasa parda) y su disposicion perivascular. También se

aprecian algunos macrofagos con material lipidico en su citoplasma.
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5DISCUSION



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 evolucion del im-
plante tumoral tras su ubicacion en animales control y la comparacion de dicha res-
puesta cuando sometemos bien el lecho, bien € tumor, a la accion de las radiaciones
ionizantes (80 Gy en fraccion Unica); por otro lado pretendimos valorar la respuesta
angiogénica a estimulo tumoral, asi como su posible variacién tras administrar dicha

pauta de radiacion.

5.1. VOLUMEN TUMORAL.:

L os resultados obtenidos tras catorce dias del implante de melanoma en los ani-
males control nos indican que e modelo experimental elegido permite apreciar facil-
mente la evolucion del implante tumoral; su pigmentacion de color negro hace que
macroscopicamente sea visible y cuantificable. En los animales control el tumor alcan-
z6 un volumen gue oscil6 entre 419 y 1089 milimetros cubicos, en estas series se pone
de manifiesto - tanto desde e punto de vista macroscopico, como microscopico- la
existencia de una rica neovascularizacion intimamente relacionada con €l nédulo tumo-
ral.

Las diferentes variables experimentales analizadas alteraron de forma significa-
tiva dicho crecimiento tumoral y la respuesta angiogénica. Pasaremos a andlizar cada

uno de estos factores:

5.1.1 INFLUENCIA DEL ELEMENTO IRRADIADO
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5.1.1.1 Irradiacion del lecho (Efecto lecho tumoral 6 Tumor Bed Effect):

L os resultados obtenidos reflejan que tras la administracion 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 sdlido como de suspension celular de melanoma),
esta variacion del crecimiento tumoral hemos comprobado que es estadisticamente sig-
nificativo con p=0,001 (apartado 4.2.1.1). Dicho resultado coincide con los datos ya
aportados en |aliteratura sobre T.B.E. 8135176262334

En cuanto a la posible influencia del tipo tumoral T.B.E., experiencias previas
2 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 € retraso tempora gue se produce en
nuestro estudio experimental y que experimenta el melanoma implantado en un lecho

irradiado a una dosis en fraccién Unica de 80 Gy, hasta alcanzar €l mismo tamafio que

en los animales control es de 14 dias.

5.1.1.2 Irradiacion del tumor

La irradiacién del tumor (bien tumor solido, bien suspension celular) a
dosis de 80 Gy, conlleva que tras 14 dias de evolucion tras su implante en lecho no irra-
diado € “crecimiento tumora” sea minimo, oscilando entre 0,1 y 2,1 milimetros cubi-
cos. La variacién de dicho volumen tumoral acanzado es estadisticamente significativa

frente a las series control y frente a los subgrupos con irradiacion del lecho (ver aparta-
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do 4.2.1.1. tabla 4). El estudio microscépico 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 histol6gicas pudimos apreciar tras lairra-
diacion del tumor la existencia de células de melanoma en mitosis que nos indicaran
actividad proliferativa; es més que probable que las células tumorales encontradas ha-
yan perdido todo su potencial clonogénico, con lo que podriamos hablar de muerte bio-
I6gica del melanoma irradiado, reflejando la presencia de células de melanoma en las
muestras obtenidas aquellas células alin en trance de intentar dividirse. En este sentido
indicar el resultado obtenido en el raton 97 de la Serie Especia de larga evolucién en el
que € indculo celular fue sometido airradiacion previaa su implantey en el que tras ser
sacrificado a los 28 dias no se aprecio crecimiento tumoral, recogiéndose en la muestra
para su analisis microscépico un fragmento milimétrico; su posterior estudio reflgj6 la
existencia de melanosomasy la persistencia de algunas células tumorales de melanoma,
No se apreciaron mitosis ni ninguin otro signo de actividad proliferativa. Estudios poste-
riores de nuestro grupo de trabajo (Tesis Doctoral de Cipriano Manzano) se encontraron
con laimposibilidad de realizar citometria de flujo con los fragmentos milimétricos ob-

tenidos en estas series.
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5.1.2 INFLUENCIA DEL INTERVALO TEMPORAL ENTRE IRRADIACION

EIMPLANTE

5.1.2.1 Cuando seirradia € lecho:

El efecto lecho tumoral, como ya se ha sefialado, se puede ver
comprometido por un intervalo entre la irradiacion y el implante tumoral. En nuestro
estudio experimental hemos comprobado que € retraso en el crecimiento es estadisti-
camente significativo frente a las series control, tanto cuando € intervalo entre irradia-
cion del lecho e implante fue inferior a 24 horas, como cuando fue de siete dias; no
apreciando diferencias significativas cuando comparamos los resultados entre ambos

intervalos, dato este que coincide con lo reportado en laliteratura *™®

5.1.2.2 Cuando seirradia & tumor:
El intervalo entre irradiacion e implante no influy6 en los resulta
dos obtenidos sobre el volumen tumoral, debido a que la dosis elegida producia la

muerte tumoral como ya hemos apuntado.

5.1.3INFLUENCIA DEL TIPO DE ELEMENTO TUMORAL IMPLANTADO

5.1.3.1 Sobre €l lecho tumoral irradiado:

Al igua que se han realizado comparaciones entre distintos tipos histol égicos,

atribuyéndose un mayor papel del TBE sobre agunos tipos tumorales, nos propusimos
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analizar € fendmeno 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 a implantar tumor solido se implantaran también células endoteliales
no irradiadas que podian ser e origen de la angiogénesis que permitia a implante su
crecimiento en un lecho irradiado con 80 Gy en fraccion Unica, los resultados obtenidos
se compararon con los obtenidos al implantar suspensién celular de melanoma B16F10
en la que no se aportaban células endoteliales y por lo tanto eliminabamos dicha posibi-
lidad angiogénica.

Al respecto hemos de sefidar que la matriz tumoral no implica mayor creci-
miento tumoral, no obteniéndose diferencias significativas cuando analizamos € volu-
men alcanzado sobre lecho irradiado tras implante de tumor sdlido frente a suspension

celular de melanoma.

5.1.3.2 Sobre el elemento tumoral irradiado:

La dosis de 80 Gy resulta tumoricida tanto cuando e elemento irradiado
es como tumor solido como cuando lo es como suspension celular: Es obvio indicar que
tal dosis en fraccién Unica a un volumen tumoral tan pequefio, sin zonas hipdxicas que
puedan proteger a tumor, condicionaria desde € punto de vista radiobiol6gico que la
fraccion de supervivencia celular fuese de 10 *?® cdulas, dado que en nuestro estudio
experimental se procedia a irradiar 10 ® células, la probabilidad de supervivencia seria

10 -22.
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52METASTASISA DISTANCIA
Los resultados encontrados en la literatura de un tumor creciendo en lecho irra-

diado reflgjan que éste da mayor nimero de metéastasis >0,

En nuestro trabajo experimental obtenemos sin embargo que s utilizamos como
parametro de referencia € intervalo temporal de 14 dias desde € implante hasta la ne-
cropsia, obtenemos mayor nimero de metastasis linféticas -(en ningin animal se objeti-
varon metastasis hematégenas)- en los animales de las series control que en los anima-
les en los que se implantd tumor en lecho irradiado (series |A; IB; IVA; IVB) con lo que

nuestra conclusion seria distinta alo reportado en laliteratura.

Nos intrigd extraordinariamente esta disparidad de resultados, asi que dispusi-
mos la realizacion de una serie especial con un intervalo entre e implante en lecho irra-
diado y la necropsia superior a los 14 dias. En esta serie con un seguimiento que oscilo
entre los 18 y los 28 dias pudimos comprobar que e volumen tumoral alcanzado se
equiparaba a obtenido en las series control con una evolucion de 14 dias. El andlisis
estadistico en cuanto a volumen nos mostré que no habia diferencias significativas entre
las series control y la serie especia de larga evolucion; la comparacion en cuanto a la
aparicion de metéstasis linféticas y/o hematégenas revela que es mayor a igualdad de

volumen acanzado en los animales de |la serie especial de larga evolucién, coincidiendo

173,176’ JI I‘t|e 136 k 262.

con lo reportado por Milas y Van der Bren
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5.3 ANGIOGENESIS:

En los animales control se objetivo, como ya se ha comentado, un evidente cre-
cimiento neoplésico; asi como una marcada neovascularizacion, puesta de manifiesta
tanto en & analisis macroscopico como microscépico. Al someter € lecho receptor ala
accion de las radiaciones ionizantes a una dosis tal (80 Gy) que provocaria dafios irre-
versibles a &rbol vascular creimos disponer de una forma "definitiva" para imposibili-
tar laviabilidad y el crecimiento de un implante tumoral, dado que se encuentra estable-

4,5,8,93,144

cido en la literatura la marcada dependencia neoplasia-angiogénesis y que €

tumor mas ala de 0,3-0,5 milimetros de distancia de la fuente vascular no es viable
102218 5in embargo los resultados obtenidos reflejaban tan solo un retraso en € creci-
miento neoplasico, es decir que el implante de melanoma era no solo viable en lecho
irradiado, sino que ademés crecia 'y daba metastasis, con lo que la conclusién inevitable
de que se produce respuesta angiogénica en un lecho que ha recibido 80 Gy en fraccién
anica.

Y a han sido analizados los cambios morfologicos y funcionales en la microcir-
culacién demostrandose una dosis dependencia de la lesién endotelial °0991232192%0 gy
embargo, no disponemos en la literatura de una descripcion de lo ocurrido tras fraccion
Unicade 80 Gy al lecho receptor.

Asi en las series |A y IB, en las que € lecho receptor recibié 80 Gy previos a
implante tumoral, vemos que tras la necropsia a los catorce dias post-implante se apre-
cia una evidente neovascularizacion que acompafia a nddulo tumoral extraido; el andli-

sis microscépico revela la existencia de vasos revestidos por fino endotelio, encontran-

dose variable nUmero de células perivasculares, frecuentemente se observan vasos
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trombosados con variable niUmero de plaquetas y hematies que ocluyen y taponan la luz
(figuras BH y BI), estos cambios coinciden con los hallazgos morfol 6gicos descritos en
la literatura (apartado 1.2.1). El crecimiento tumoral encontrado en las series con irra
diacion del lecho previo a implante pone de manifiesto por lo tanto que € estimulo
angiogénico producido por € trauma quirdrgico y especiamente la demanda nutricional
tumoral, encuentra una respuesta adecuada en €l estroma radiolesionado: Cuatro hipote-

sis solas 0 combinadas pueden explicar dicho proceso:

1) Ladosis de 80 Gy en fraccion Unica es insuficiente para afectar la prolifera-
cion endotelial, y ante estimulos liberados desde € implante pueden originar yemas
vasculares que conectan con las del tumor o bien simplemente penetran en €.

2) Al implantar tumor sblido con su propio estroma aportamos en la matriz tu-
moral sus propios vasos, que no han sufrido la accion de las radiaciones y pueden tener
la capacidad de dar yemas vasculares que podrian contactar y aprovechar una estructura
vascular lesionada por la dosis de radiacién administrada, y a partir de ella crecer y dar
una respuesta angiogénica adecuada a las exigencias neoplésicas, permitiendo su creci-
miento.

3) La respuesta angiogénica se produce por migracion sin proliferacién endote-
lial

4) El aprovechamiento de la arquitectura vascular del lecho irradiado, por ele-
mentos que vienen desde mas alla del mismo, bien por flujo intersticial o por migracion
endovascular.

5) Cualquier combinacion de las anteriores
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A continuacién pasaremos a discutir |as posibilidades expuestas previamente:

5.3.1 ORIGEN A PARTIR DE LA MICROCIRCULACION DEL LECHO
IRRADIADO:

Un hecho aceptado unanimemente 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 |A, 1B, IVA, IVB), que condiciona la existencia de neovascularizacion, nos obli-
ga a vaorar la posibilidad de que las células endoteliales del lecho soporten una dosis
de 80 Gy en fraccion Unica

Estudios experimentales ha mostrado que tras recibir dosis que oscilaron ente
7.5 Gy y 20 Gy en fraccion Unica, lainhibicion del crecimiento ha sido completa ™3
bajo estos datos podemos asumir que si lalesion es dosis dependiente y que en estudios
previos con dosis de 20 Gy la inhibicién del crecimiento endotelial fue completa, con
dosis de 80 Gy la conclusion debe ser la misma; basdndonos en estos datos descartamos

como posible que las células endoteliales del lecho receptor irradiado sean capaces de

proliferar en respuesta ala demanda angiogénica que supone el estimulo tumoral.

5.3.2 ORIGEN A PARTIR DE LA MICROCIRCULACION 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 permitia e crecimiento del mela-
noma solido y posteriormente su extraccion y troceado en fragmentos milimétricos para
el implante, es |6gico pensar que llevaran consigo vasos sanguineos, suposicion confir-
mada a realizar estudios microscopicos de los fragmentos tumorales.

Realizamos la irradiacion de los fragmentos de melanoma solido a la misma do-
sis que € lecho receptor (80 Gy en fraccion Unica) con la intencion de someter a los
vasos del implante a la misma situacién que los vasos del lecho receptor; ya hemos
sefialado en el apartado anterior que dicha dosis implicaria una inhibicion proliferativa
del 100 % de las células endoteliales del implante.

Pudimos comprobar que en las series 1A, 1IB (se irradiaba €l implante) no se
producia crecimiento neoplésico, encontrando explicacion en este aspecto no en una
completa inhibicion angiogénica (el lecho receptor no erairradiado y el andlisis micros-
copico pone de manifiesto la existencia de vasos), sino en que la dosis aplicada a mela-
noma resulté ser tumoricida (apartado 5.1.3.2).

Con € objetivo marcado de valorar en que modo € implante tumoral podia in-
fluir en e crecimiento angiogénico observado, dispusimos la realizacion 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
neoplésicas, mediante € cultivo de melanoma de la linea parental y su posterior inocu-
lacion previo control microscépico (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 sanguineos con endotelios relativamente pre-

servados en algunos casos y ausentes en otros, asimismo es notoria la presencia de un
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elevado nimero de elementos plaguetarios en numerosos vasos. Estos hallazgos son
similares a los obtenidos en aquellas series experimental es tras implante de tumor sdlido
(con sus propios vasos) en lecho irradiado (series |A y IB). Dicho resultado confirma el
escaso papel atribuible a componente estromal tumoral en la respuesta angiogénica

observadatras e implante tumoral en lecho irradiado.

5.3.3 LA RESPUESTA ANGIOGENICA SE PRODUCIRIA POR MIGRA-
CION SIN PROLIFERACION ENDOTELIAL:

Para analizar este punto nos remitiremos a las propias caracteristicas bioldgicas
y radiobioldgicas de las células endoteliales. Estos elementos celulares tienen una fre-
cuencia de recambio inferior a 1% y ademés una alta capacidad migratoria, acentuada
cuando discurren en un medio adecuado, aspectos estos ya analizados por Sholley 2%
quien utilizando corneas radiadas, comprob6 que |os vasos sanguineos y por lo tanto las
células endoteliales, tenian la capacidad de migrar en ausencia de proliferaciéon. Este
mismo autor ya indicé que dicha migracion alcanzaria escasos milimetros. La vehiculi-
zacion de las células endoteliales radiadas hacia € implante tumoral estaria marcada por
factores ya expuestos en la introduccion como los factores angiogénicos tumorales,
factores de crecimiento % - de naturaleza polipeptidica -, liberados en el lecho irradiado
tras el implante tumoral.

Dado que @ crecimiento tumoral alcanzado en las series de irradiacion del lecho
alcanz6 un maximo de 1,1 cms, parece poco probable atribuir Unicamente a este meca-
nismo la evidente neovascularizacién encontrada en lecho irradiado; en este sentido

indicar que en la serie especia de larga evolucion en la que € melanoma crece sobre
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lecho irradiado, € tumor llega en algunos casos a alcanzar un tamafio de dos centime-

tros.

5.3.4 ORIGEN A PARTIR DEL TERRITORIO NO IRRADIADO

Una cuarta opcién seria que el origen de esta neovascularizacion pudiese estar
en lallegada a lecho de elementos sanguineos, plasmaticos y celulares desde zonas no
afectadas por laradiaciéon y pudiesen aprovechar la estructura vascular del lecho, dafia-
da por la radiacion, originando ante € estimulo angiogénico tumoral yemas vasculares

gue permitieran un crecimiento tumoral.

5.3.5 CUALQUIER COMBINACION DE LAS ANTERIORES,

224



6. CONCLUSIONES



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

El melanoma B16-F10 implantado en la pata de raton, como fragmento tumoral o

como suspension celular, produce una intensa respuesta angiogénica.

Lairradiacion previa del lecho condiciona un retraso en el crecimiento del implante

tumoral.

No existen diferencias significativas en cuanto a crecimiento tumoral s se compara

un intervalo de 24 horas frente a siete dias entre lairradiacion del lecho y lainocula-

cién del implante.

Un lecho sometido a una dosis de 80 Gy en fraccion Unica es capaz de aportar neo-

vasos ante el estimulo del melanoma implantado.

La inoculacion de un fragmento de melanoma o de una suspension 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.

El estromatumoral no constituye el origen de la neovascularizacion de un implante.

Una dosis de 80 Gy administrada en fraccion Unica 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 € implante de melanoma irradiado a

dosis supraetal.

9) El crecimiento tumoral sobre un lecho irradiado condiciona una dilacién en la apari-

cion de metastasis paralela al retraso de dicho crecimiento.
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8. ANEXOS



ANEXO 1: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

RATON Ne............... SERIE................. SUBGRUPO..............

FECHA IRRADIACION:

FECHA IMPLANTE:
TUMOR SOLIDO ... oo eeeeeer e e eersnans

SUSPENSION CELULAR. ..o eer e

INTERVALO ENTRE IRRADIACION E IMPLANTE:

INFERIOR A 24 HORAS.......coooeeee e

UNA SEMANA ... e

FECHA DE SACRIFICIO DEL ANIMAL: ..ooieeeeeee e

INTERVALO ENTRE IMPLANTE Y SACRIFICIO:

CATORCE DIAS: Si / NO

Sl SUPERIOR, INDICAR N° DE DIAS:

INCIDENCIAS:
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ANEXO 2

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS PARA ANATOMIA PATOLOGICA.

RATON NO.....cooriiiiiiene SERIE......co e SUBGRUPO.................

DATOS MACROSCOPICOS:
LARGO MAYOR DEL TUMOR........ovmreereriseeesseeeeesseesseeseessnens
ANCHO MAYOR DEL TUMOR........vvmereeeieeeneesereneessessesssesneens
ALTO MAYOR DEL TUMOR.....co.vvvreenreereieeesrisseessesseesssessssneens
¢SE TOMAN FOTOS?......oovreeeeieeseieneeeseions NS

DATOS DE INTERES EN LA NECROPSIA:

DATOS MICROSCOPICOS:
N° DE PREPARACION DE MICROSCOPIA OPTICA................
¢SE TOMAN FOTOS?.......... NO........N° DE CARRETE..............
OBSERVACIONES:

N° DE PREPARACION DE MICROSCOPIA ELECTRONICA...
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ANEXO 3: RELACION DE ANIMALESUTILIZADOS

SERIES 1 2 3 4 5 6
SCT.S 0 10 0 5 0 15
S.CSC 0 10 0 6 0 16
A 1 10 2 3 0 16
IB 1 10 3 0 0 14
1A 0 10 0 0 0 10
1B 2 10 0 0 0 12
1A 2 10 0 0 0 12
1B 0 10 0 0 0 10
IVA 1 10 2 3 5 21
VB 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 SOLIDO

S.C.S.C* ES SERIE CONTROL SUSPENSION CELULAR

1: NUMERO DE ANIMALES FALLECIDOSEN EL ACTO QUIRURGICO.

2: NUMERO DE ANIMALES SACRIFICADOS A LOS CATORCE DIAS

3: NUMERO DE ANIMALES SACRIFICADOS DESPUES DEL DIA CATORCE
POST-IMPLANTE.

4: NUMERO DE ANIMALES EN LOS QUE NO SE EFECTUO EL IMPLANTE
TRASIRRADIACION Y SE DEJARON PARA CONTROL FOTOGRAFICO DEL
LECHO IRRADIADO.

5: NUMERO DE ANIMALES EN LOS QUE SE COMPROBO ESCASA
VIABILIDAD DE LA SUSPENSION CELULAR TRASIRRADIACION.

6: NUMERO TOTAL DE ANIMALES USADOS POR SERIE.
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ANEXO 4: HOJA DE SPSS PARA ESTUDIO ESTADISTICO.

VARIABLES (V) Y DATOSGLOBALES

V1 REPRESENTA: “NUMERO DE ANIMAL OBJETO DE ESTUDIO”

V2:“ VOLUMEN TUMORAL ALCANZADO” (EN MILIMETROS CUBICOS)

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 IRRADIACION E IMPLANTE”

SE INDICA COMO CERO (0) EN LOS CASOS CONTROL

SE INDICA COMO UNO (1) CUANDO EL INTERVALO ESINFERIOR A 24

HORAS (SE REFLEJA COMO IMPLANTE INMEDIATO EN SPSS)

SE INDICA COMO DOS (2) CUANTO EL INTERVALO ESDE SIETE DIAS
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V5ESLA VARIABLE": TIPO DE IMPLANTE TUMORAL”
SE INDICA COMO UNO (1) SI SE IMPLANTE TUMOR SOLIDO

SE INDICA COMO DOS (2) Sl SE IMPLANTA SUSPENSION CELULAR
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i vi vS v2 v3 1 v4
14 251,00 | 1
2 8 99,00 | 1]
39 147,00 1
4 10 147,00 1
5 24 115,00 1
6 28 209,00 1
7| 33 126,00 1
8| 34 314,00 1
9 35 117,00 1

10 | 70 235,00 1
15 88,00 2
12 |6 311,00 2
13 | 13 138,00 2
14 | 17 162,00 2
15 | 18 147,00 2
16 | 23 103,00 2
17 | 26 63,00 2
18 | 80 138,00 2
19 | 164 418,00 2
20 | 165 311,00 2
21 | 138 503,00 0
22 | 139 864,00 0
23 | 140 785,00 0
24 | 141 419,00 0
25 | 142 838,00 0
26 | 143 733,00 0
27 | 144 785,00 0
28 | 145 503,00 0
29 | 146 829,00
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v1 v5 [ v2 v3 v4
30 | 147 817,00 0 0
3173 50 , 2 1]
32 74 50 | 2 1
3375 1,00 2 1
34 76 1,00 2| 1
35 81 50 2 1
36 | 82 1,00 2 1
37 | 83 1,00 2 1
38 | 84 1,00 2 1
39 | 85 1,00 2 1
40 | 86 80 2 1
41| 130 50 3 1
42 | 131 50 3 1
43 | 132 50 3 1
44 | 133 1,10 3 1
45 | 134 50 3 1
46 | 135 1,00 3 1
47 | 136 80 3 1
48 | 174 50 3 1
49 | 175 50 3 1
50 | 176 50 3 1
51| 77 50 3 2
52 | 78 30 3 2
53 | 105 30 3 2
54 | 106 06 3 2
55 | 107 06 3 2
56 | 108 06 3 2
57 | 110 10 3 | 2
58 111 10 3 2
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v5

v2

v4

—

59 | 112 06 | 2

60 ' 166 05 3 2 1
61 | 27 524,00 1| 1| 2
62 29 180,00 1 w 1 2
63 36 101,005 1 1 2 |
64 | 37 168,00 1 1 2
65 | 42 524,00 1 1 2
66 | 43 524,00 1 1 2
67 | 44 524,00 1 1 2
68 | 45 524,00 1 1 2
69 | 46 524,00 1 1 2 |
70 | 48 188,00 1 1 2
71| 72 293,00 1 2 2
72 | 79 377,00 1 2 2
73 | 117 105,00 1 2 2
74 | 118 335,00 1 2 5
75 | 148 180,00 1 2 2
76 | 149 151,00 1 2 2
77 | 151 154,00 1 2 2
78 | 152 154,00 1 2 2
79 | 153 180,00 1 2 2
80 | 154 180,00 1 2 2
81| 56 1,20 2 1 2
82 | 57 1,04 2 1 2
83 63 1,04 2 1 2
84 64 1,04 2 1 2
85 | 65 60 2 1 2
86 | 66 20 2| 1] 2
87 | 67 1,80 2 1 2
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v1 v5 v2 v3 v4
88 | 68 1,20 2| 1 2|
89 92 210 2 1 2
90 | 94 2,10 2 1 2
91 | 52 50 3 1 2
92 | 53 30 3| 1 2
93 | 54 30 3 1 )
94 | 55 30 3 1 2
95 | 59 50 3 1 2
96 | 60 50 3 1 2
97 | 96 10 3 1 2
98 | 98 30 3 1 2
99 | 103 30 3 1 2
100 | 104 30 3 1 2
101 | 101 10 3 2 2
102 | 102 10 3 2 2
103 | 113 06 3 2 2
104 | 114 06 3 2 2
105 | 115 06 3 2 2
106 | 116 10 3 2 2
107 | 121 06 3 2 2
108 | 122 10 3 2 2
109 | 190 10 3 2 2
110 | 191 06 3 2 2
111 | 155 880,00 0 0 2
112 | 156 1089,00 0 0 2
113 | 157 1089,00 0 0 2
114 | 158 785,00 0 0 2
115 | 159 898,00 0 0 2 |
116 | 160 952,00 0 0 2|
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Al vS v2 v3 v4
117 | 161 942,00 0 0 2 |
118 162 1026,00 0 0 2 |
119 | 192 785,00 0 0 2
120 | 193 950,00 0 0 2
121 | 194 30 | 2 | 2| 1
122 195 30 2| 2| 1
123 | 196 50 2| 2 1
124 | 197 30 2| 2 1
125 198 10 2 2 1
126 | 199 30 2 2 1
127 | 200 30 2 2 1
128 | 201 50 2 2 1
129 | 202 10 2 2 1
130 | 204 30 2 2 1
131 | 205 30 2 2 2
132 | 206 30 2 2 2
133 | 207 10 2 2 2
134 | 208 30 2 2 2
135 | 200 10 2 2 2
136 | 210 50 2 2 2
137 | 211 10 2 | 2 | 2
138 | 212 50 2 2 2
139 | 213 10 2 2 2
140 214 50 2 2 2
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