B Revista de
Ciencias Médicas de Pinar del Rio

Estandarizacion de un modelo
de cancer de colon en ratones
balb/c.

Standardization of a model of
colon cancer in BALB/c mice

Maria del Carmen Herrera de la Uz},
Yunit Hernandez Rodriguez?, Isvet
Rodriguez Peguero®, Mirian Guerra
Paredes®, Agustin Lemus Sarracino®.

! Especialista de Primer Grado en Fisiologia
Normal y Patoldgica. Instructor. Universidad
de Ciencias Médicas de Pinar del Rio. Cuba.
mary87rmadrid@fcm.pri.sld.cu

2 Especialista de Segundo Grado en Fisiologia
Normal y Patolégica. Master en Longevidad
Satisfactoria. Profesora Auxiliar e
Investigador Agregado. Universidad de
Ciencias Médicas de Pinar del Rio. Cuba.
yunit.hernandez@princesa.pri.sld.cu

3Especialista de Primer Grado en Fisiologia
Normal y Patoldgica. Instructor. Universidad
de Ciencias Médicas de Pinar del Rio. Cuba.
isvet87@fcm.pri.sld.cu

4 Especialista de Segundo Grado en Fisiologia
Normal y Patoldgica. Master en Educacidn
Médica Superior. Profesora Auxiliar.
Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del
Rio. Cuba. eilsel@princesa.pri.sld.cu

Rev. Ciencias Médicas de Pinar del Rio. Noviembre-diciembre, 201 ; vol 20(6)671-682

ARTICULO ORIGINAL

> Especialista Segundo Grado en Anatomia
Patolégica. Master en Medios Diagnosticos.
Profesor Auxiliar. Departamento de Anatomia
Patolégica. Hospital General Docente "Abel
Santamaria Cuadrado". Pinar del Rio. Cuba.
lemuss@princesa.pri.sld.cu

Recibido: 9 de septiembre de 2016
Aprobado: 1 de diciembre de 2016

RESUMEN

Introduccioén: el cancer de colon ocupa el
primer lugar dentro de las neoplasias del
sistema digestivo y el segundo entre todos los
procesos oncoproliferativos en ambos sexos.
Para la evaluaciéon de vacunas y mecanismos
moleculares propios de la enfermedad se
emplean frecuentemente modelos murinos,
no existiendo en este contexto un modelo
animal estandarizado «con estos fines.
Objetivo: estandarizar un modelo de por
células implantadas, estables, reproducibles y

susceptibles de emplearse en estudios
ulteriores.
Método: fueron utilizados ratones BALB/c

hembras jévenes distribuidos en dos grupos
uno control (n=9) y otro de estudio (n=9) a
las cuales se les inoculd células de CT 26 por
via subcutdnea (ectdpico). Transcurridos 35
dias se practicd la eutanasia y se estudiaron
las caracteristicas morfoldgicas y la presencia
de metastasis espontaneas en los tumores.
Resultados: en los animales del grupo
estudio se encontraron nddulos subcutaneos
con las caracteristicas de un adenocarcinoma
de colon poco diferenciado, que fueron
responsables del aumento de peso observado
en el grupo estudio, lo cual se evidencié al
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extraer los tumores de dicho grupo. Los pesos
de los odrganos estudiados sufrieron un
incremento por influencias del tumor, pero
solo se encontraron metdastasis espontaneas
en los pulmones.

Conclusiones: con este estudio fue posible la
estandarizacion de un modelo de cancer
colorrectal por célula implantada, estable,
reproducible y susceptible de emplearse en
estudios ulteriores.

DeSC: Cancer de colon / modelos animales/
metastasis

ABSTRACT

Introduction: colon cancer occupies the first
place within the neoplasias of the digestive
system and the second among all the onco-
proliferative processes in both sexes. For the
evaluation of vaccines and molecular
mechanisms specific to the disease, murine
models are frequently used, and there is no
animal model standardized for these purposes
in this context.

Objective: to standardize a RCC model by
implanted cells, stable, reproducible and
susceptible to be used in later studies.
Method: young female BALB / ¢ mice were
distributed in two control (n = 9) and one (n
= 9) groups to which subcutaneous (ectopic)
CT 26 cells were inoculated. After 35 days
euthanasia was practiced and the
morphological characteristics  and the
presence of spontaneous metastases in
tumors were studied.

Results: in the animals of the study group,
subcutaneous nodules with the characteristics
of a low-grade colon adenocarcinoma were
found, which were responsible for the weight
gain observed in the study group, which was
evidenced when the tumors were removed
from the group. The weights of the organs
studied were increased by tumor influences,
but only spontaneous metastases were found
in the lungs.

Conclusions: with this study it was possible
to standardize a stable, reproducible and
susceptible Colorectal cancer model per
implanted cell, which could be used in
subsequent studies.

DeSC: Colon cancer / animal models /
metastasis

INTRODUCCION

El cédncer colorrectal (CCR) es el que se
origina en el colon o el recto. A estos
canceres se les puede llamar por separado
cancer de colon o cancer de recto (rectal)
dependiendo del lugar donde se origina vy
ocupa el primer lugar dentro de las neoplasias
del sistema digestivo y el segundo entre
todos los procesos oncoproliferativos en
ambos sexos, solo antecedido por el de
pulmén en el hombre y mama en las mujeres.
Se trata de un cancer cuya incidencia no
desciende, como ocurre en otras neoplasias
malignas, sino que esta experimentando, en
algunas regiones, un apreciable incremento.?

En el momento actual, a nivel mundial, la
mortalidad de los individuos diagnosticados
de CCR es cercana al 50%. *

El Anuario Estadistico Cubano 2014 reportd
para cancer intestinal con excepcion del recto,
2177 fallecidos con una tasa de 19.5 por
100000 habitantes y para cancer rectal 331
fallecidos con una tasa de 3.0 por 100 000
habitantes. Este reporte ademas precisa que
el sexo mas afectado es el femenino y la edad
de 60 afios y mas para ambos sexos. °

El uso de modelos animales a partir de CCR
humano puede permitir  una mejor
comprension de los mecanismos de su
desarrollo y patogénesis.

Para el estudio del CCR se han empleado
modelos in vitro e in vivo, siendo los ultimos
los mas utilizados, ya que permiten analizar
las complejas interacciones que se producen
en el organismo, tales como respuesta
inmune, angiogénesis y otros. 3

Estos modelos constituyen una fuente Unica
de material para el andlisis bioldgico de los
elementos moleculares y celulares de la
transformacion neopldsica, tumorigénesis y
desarrollo de metastasis. >



Los modelos de trasplante subcutaneo
(ectépico) se han usado extensamente en
estudios de tumorigénesis; estos modelos
presentan la ventaja, sobre los métodos in
vitro, de reproducir la arquitectura del tumor
original, sin embargo, en ocasiones no
reflejan la  interaccion real con el
microentorno tumoral y no reproducen la
diseminacién metastasica. *°

La provocacién de cancer mediante
inyeccion/implantacion subcutanea es uno de
los modelos mas usado por ser técnicamente
mas facil de realizar. La accesibilidad de los
tumores subcutdneos es una gran ventaja
para monitorizar la progresién tumoral y para
valorar los efectos de la intervencion
terapéutica. °

El modelo animal ideal debe replicar fielmente
todos los aspectos del tumor desarrollado en
el hombre. Desdichadamente, aunque los
modelos aproximan algo de las caracteristicas
del CCR humano, ninguno de los modelos
reune todos los criterios. Por tanto, para cada
cuestién experimental especifica que deba ser
estudiada, se debe elegir el mejor modelo
adecuado para resolver esta cuestion
particular. ©

El CT26 WT (ATCC CRL-2638) es una linea
celular de carcinoma colorrectal
indiferenciado, obtenido a partir de Ia
induccién quimica del tumor con N-metil-N-
nitrosourea (MNU) en una especie
experimental. ’

El CT-26 ha sido propuesto como un modelo
adecuado para evaluar compuestos
antitumorales con efecto antiinvasivo,
antimetastdsico y antiangiogénico, 2,°del cual
se conocen los aspectos referentes a latencia,
crecimiento tumoral, metastasis, invasividad
local, angiogénesis y resistencia a hormonas.
Este modelo ha sido empleado para efectuar
estudios preclinicos de agentes antiinvasivos
y antiangiogénicos mediante la inoculacién de
las células tumorales en el tejido celular
subcutaneo de ratones BALB/c. °

La obtencion de un modelo animal de CCR en
nuestro contexto, podria ser util para evaluar
nuevas estrategias de quimioterapia e
inmunoterapia para el cancer en esta
localizacion dada la frecuencia de este
problema de salud y su elevada mortalidad.

En Cuba, existen antecedentes de Ia
estandarizacion de modelos animales para el
estudio del cancer en otras localizaciones los
gue han sido utilizados en la evaluacion de
vacunas y mecanismos moleculares propios
de la enfermedad, sin embargo, no existen
reportes de modelos de CCR que permitan su
utilizacidon con tales fines.

El estudio se propuso estandarizar un modelo
de cancer colorrectal por célula implantada,
estable, reproducible y susceptible de
emplearse en estudios ulteriores.

MATERIAL Y METODO

Se trata de una Investigacién-desarrollo con
un disefio experimental de tipo longitudinal y
prospectivo en el que se pretendié obtener un
modelo de CCR por célula implantada (CT-26)
en la linea de ratones BALB/c. Se realizd este
experimento en el area de Experimentacién
Animal del Centro de Toxicologia
Experimental del Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB) durante el segundo semestre de
2014.

El personal que laboré en el ensayo fue un
personal acreditado y con los conocimientos
necesarios para la ejecucién del mismo.

Para el control de la calidad el ensayo fue
conducido y se rigid por lo establecido en la
Guia de Buenas Practicas para el Cuidado,
Uso, y Reproduccion de los Animales para la
Experimentacion en el CENPALAB 1'% los
Procedimientos Operacionales de Trabajo
establecidos para el desarrollo de todas las
actividades en el propio centro.

Fundamentacion de la especie animal
seleccionada

El modelo de CCR se origind de la linea
celular CT 26 WT (ATCC CRL-2638), la cual se
obtuvo a partir de la induccion quimica del
tumor con N-metil-N-nitrosourea (MNU) en



una especie experimental de BALB/c en el
Centro de Inmunologia Molecular (CIM).

Teniendo en cuenta este aspecto, en el
estudio se emplearon ratones BALB/c, para
realizar un trasplante singénico, lo cual evita
las reacciones de rechazo que provocan
distorsién de los resultados experimentales
tales como: disminucion del porciento de
prendimiento, aumento del tiempo de latencia
y otros cambios que pueden llegar hasta la
remision espontadnea del tumor. Por otra
parte, la linea de ratones BALB/c esta bien

caracterizada desde el punto de Vvista
inmunoldgico, presenta baja incidencia de
tumores espontdaneos y enfermedades
autoinmunes. !

Sistema de ensayo

Se emplearon ratones de la linea

BALB/c/Cenp hembras, nuliparas, jovenes (4
a 8 semanas), con un peso promedio de 20
gramos, clinicamente sanos y de categoria
higiénico sanitaria Libres de Gérmenes
Patégenos Especificos (SPF), fueron
certificados por la Division de Roedores
Gnotobidticos del CENPALAB.

Recepcién, readaptacion y distribucion
por grupos

Los animales, clinicamente
categoria higiénico sanitaria Libres de
Gérmenes Patdgenos Especificos (SPF),
fueron certificados por la Division de
Roedores Gnotobidticos del CENPALAB vy
recibidos con un peso que oscilé de 16 a 18
gramos y se mantuvieron en el local de
experimentaciéon hasta que alcanzaron un
peso promedio de 20 gramos, a la vez que se
logré la homeostasis de todos los parametros
fisiologicos y la adaptacién al nuevo ambiente
(POT 05.02.01.014).

sanos y de

En el momento de la recepcion (POT
05.02.01.015), todos los animales fueron
inspeccionados clinicamente (POT

05.02.01.003) por el Médico Veterinario,
verificando la informacion del certificado de
calidad. El ensayo se realizé con la aprobacion
del Comité Institucional para el Cuidado y Uso
de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del
CENPALAB.

Condiciones de mantenimiento

Los animales se alojaron en grupos, en cajas
plasticas de policarbonato tipo T3, con tapas
de rejillas de metal inoxidable cambiables,
identificadas mediante tarjetas (POT
05.02.01.020), las cuales se ubicaron en el
area de Experimentacion Animal del CETEX,
de CENPALAB.

El agua se suministré en biberones de
policarbonato de 500 ml, con pipeta de acero
inoxidable, mientras que el alimento
pelletizado, formula EAO 1004 (CENPALAB, La
Habana, Cuba) se colocé en la tolva de la caja
a razon de 35 gramos semanales. Todos estos
materiales fueron esterilizados mediante
autoclave a 121°C durante 20 minutos(POT
05.01.06.021) y suministrados ad libitum (a
voluntad).

Condiciones ambientales

Los parametros ambientales fueron
monitoreados diariamente mediante un
medidor de temperatura y humedad relativa
(POT05.01.06.067). La temperatura de la sala
estuvo entre los 21 £ 39C, con una humedad
relativa de 65-80% vy se mantuvo un
fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas
oscuridad. 1°

Limpieza y desinfeccion

Antes de comenzar el ensayo se realizé la
limpieza y desinfeccion del local de
experimentacion utilizando solucion de asep
150 al 0.5 % (POT05.01.07.371).Diariamente
se realizé la limpieza de rutina, una vez
concluidas todas las actividades
experimentales. El cambio de los utensilios
relacionados con el mantenimiento de los
animales (bandejas, tapas, biberones vy
pipetas) se realiz6 semanalmente (POT05.01.
03.001). La entrada del personal se realizé
aplicando las normas de higiene y el uso del
vestuario protector (POT 05.01.02.002 y POT
05.01.02.003).

Linea celular
inoculacion

empleada para la

La linea celular utilizada fue CT 26 WT (ATCC
CRL-2638). Fueron descongeladas y
mantenidas en medio D-MEM (Life
Technologies. Gaithersburg, MD)



suplementado con suero fetal bovino al 10%
y mantenidas a 37 °C en una atmodsfera aérea
con COsal 5%.

Las células para inyeccién fueron cosechadas
de cultivos de monocapa, mediante un
tratamiento con tripsina al 0.25% (Life
Technologies. Gaithersburg, MD), lavadas una
vez y resuspendidas en 200 pL de solucidn
PBS para su inoculacion en los animales el dia
0 del experimento, con previa verificacion,
mediante la técnica de Tripan azul, que la
viabilidad celular fuera mayor del 90%. Se
utilizd una concentracion celular de 2 X
10°para la administracion por via subcutdnea
en el flanco derecho.

Identificacion de los animales

La identificacion individual de los animales se
realiz6 mediante tincion con &cido picrico
(POT 05.02.01.020).

Diseiio experimental

El modelo se estandarizé con dos grupos de
animales experimentales que estuvieron
formados por nueve animales cada uno, para
lo cual se distribuyeron los animales al azar,
mediante el programa de numeros aleatorios
LABTOOLS v2.0 [9] (POT 05.01.03.002).

El grupo con tumor (estudio)recibié la
inoculacién de células de carcinoma de colon
CT26 por via subcutédnea en el flanco derecho
y el grupo control fue el control negativo
(no se le inyectaron células) para comparar
los hallazgos del grupo estudio, con lo que
sucedi6 en un ratén normal. Todos los
ratones fueron del mismo lote, sexo y edad.

Los ratones recibieron el siguiente
tratamiento:
Grupo Dia 0 Dia 35 Observaciones
Estudio 2X Eutanasia | Administracion via subcutanea
10%células
Control - Futanasia | Sin administrar celulas tumorales

Técnicas de recoleccion de informacion

Se evalud el peso corporal en funcion del
tiempo (dia 0, 6, 13, 20) de iniciado el
experimento en ambos grupos de animales,
determinandose desde el dia de inicio del
experimento y semanalmente hasta el dia 20,
utilizando una balanza digital Sartorius.

Mediciones del tumor primario

A partir de los seis dias y tres veces por
semana después de inoculado el tumor se
efectué la palpacién de la zona donde se
inocularon las células para detectar |la
presencia de masas atribuibles al tumor
inyectado y de esta forma se pudo establecer
el tiempo de latencia de aparicién del tumor
en cada animal.

Cuando los tumores superaron los tres
milimetros de didmetro, se midié la longitud
mayor y menor del tumor (mm) de cada
animal dos veces a la semana, utilizando un
pie de rey. Para determinar el volumen
tumoral se aplicé la formula: n/6 x didmetro
mayor X (didmetro menor)®. Se expresé en
mm?>pudiendo ademas calcularse el indice de
crecimiento (IC= Volumen tumoral/ semanas
de implantacién). Se expreso en
mm/semanas.

Examen anatomopatolégico

Transcurridos 35 dias de la inoculacién de las
células tumorales o cuando los tumores
alcanzaron un volumen de 3 000 mm’se
practicé la eutanasia (POT 05.01.03.017) de
todos los animales para lo cual fueron
narcotizados con éter dietilico, posteriormente
desangrados por incisién de la vena femoral y
finalmente se aplico la dislocacién cervical.

Se realizé la necropsia completa a todos los
animales (POT 05.03.03.011), para la
evaluacion anatomopatoldgica de los ratones,
examinando cuidadosamente el aspecto
externo, asi como todas las cavidades y
organos para detectar la presencia de
alteraciones anatomopatoldgicas de interés.

Se determind el peso corporal post mortem,
asi como el peso del higado, bazo, rifiones,
corazon, pulmones, timo y tumor, los cuales
fueron disecados y pesados lo antes posible



para evitar su desecacidn

05.03.03.012).

(POT

Se consideraron las variables: peso corporal,
latencia del tumor, didametro mayor y menor
del tumor, volumen tumoral= n/6 x diametro
mayor X (didmetro menor)?, pardmetros
morfometricos del tumor por intervalos de
tiempo, Indice de crecimiento IC= volumen
tumoral/ semanas de implantacion), peso
corporal postmortem, peso del tumor, peso
corporal sin tumor, caracteristicas
anatomopatoldgicas del tumor y de 6rganos,
y el peso del érgano.

Analisis estadistico de los resultados

Fueron utilizados para variables cuantitativas
el calculo de la media y desviacion estandar.
Para la comparacion de medias se aplicéd la
prueba estadistica t-student para variables
independientes con un 95 % de confianza. Se
considero que existieron diferencias
estadisticamente significativas cuando
(p<0,05). Para variables cualitativas se utilizé
el calculo de la frecuencia absoluta y relativa
porcentual.

Aspectos éticos

El ensayo fue conducido y se rigid por lo
establecido en la Guia de Buenas Practicas
para el Cuidado, Uso, y Reproduccion de los
Animales para la Experimentacion en el
CENPALAB 10y, los Procedimientos
Operacionales de Trabajo establecidos para el
desarrollo de todas las actividades en el
propio centro.

RESULTADOS

Observaciones clinicas

Durante la investigacion, no se encontraron
alteraciones clinicas en los animales, sin
embargo, el dia 24 del estudio se encontré
muerto el animal siete del grupo estudio
(Balb/c/Cenp/hembra), al que se Ile
administraron células tumorales por Vvia
subcutanea.

Peso corporal

Se observé que el promedio del peso corporal
en diferentes dias del experimento del grupo
control y el grupo estudio, asi como la
comparacién de medias mediante la prueba
estadistica T para variables independientes
con un 95 % de confianza. No existieron
diferencias significativas (p>0,05) entre los
pesos de los diferentes grupos (control y
estudio) en ninguno de los dias. Tabla 1.

Tabla 1. Peso corporal en funcién del tiempo
en grupo control y grupo estudio de la linea
de ratones BALB/c. Area de Experimentacion
Animal del Centro de Toxicologia
Experimental. CENPALAB, La Habana 2014.

Dias | Control Estudio t p Intervalo de
student confianza 95%

Media | DS | Media | DS Inferior  Superior

0 218 14 (227 [24 [ 10 (03 10 28
6 20 11 211603 (08 12 16
B2 1183015 0205 27
0B 09104 07 47 11

Tabla 2. Comparacion del peso corporal
postmortem entre el grupo control y el grupo
estudio.

Peso corporal  Media(C) DS(C) Media(E) | DS(E) t-student p
Postmortem e 1288 |7 08T s
Pesosintumor 244 12 00 |18 393 pdds
Pesodeltumor - - 412

Se pudo apreciar en el comportamiento del
peso corporal postmortem entre el grupo
control y el grupo estudio (tabla 2) que al
realizar el «céalculo de la prueba de
comparacién de medias para grupos
independientes (t-student), no se encontraron
diferencias significativas entre los pesos de
ambos grupos.

Posteriormente, al resecarse el tumor, fue
posible determinar el peso del tumor y del
animal sin tumor en el grupo estudio. En este
caso, la prueba t-student mostrd diferencias
significativas entre el peso del grupo control y
del grupo estudio, apreciandose en este



ultimo un marcado descenso. En la tabla se
incluye ademas el peso del tumor.

Mediciones del tumor primario

A partir de los seis dias y tres veces por
semana después de inoculado el tumor, se
efectud la palpacidon de la zona donde se
inocularon las células para detectar |la
presencia de masas atribuibles al tumor
inyectado y de esta forma se pudo establecer
el tiempo de latencia de aparicion del tumor
en cada animal.

El nimero de animales positivos al tumor vy el
porcentaje que representan en
correspondencia con los diferentes dias en los
que ha sido posible detectar la presencia del
mismo se comportd de la siguiente manera.

El porcentaje mayor de animales positivos al
tumor aparece alrededor del dia 8 (44,4%),
sin aparecer masas tumorales palpables hasta
ese dia en ninguno de los animales del grupo
estudio. Dos animales (22.2%) fueron
positivos al tumor el dia 10 y 3 de ellos
(33.3%) el dia 13, estableciéndose entonces
un tiempo promedio de latencia del tumor
alrededor del dia 9 posterior a la inoculacion
de las células tumorales de la linea CT 26 WT
(ATCC CRL-2638).

Cuando los tumores superaron los 3 mm de
diametro, en el grupo estudio, se midi6 la
longitud mayor y menor del tumor (mm) de
cada animal dos veces a la semana, utilizando
un pie de rey. Para determinar el volumen
tumoral se aplicé la férmula: n/6 x diametro
mayor x (didmetro menor).?

Se pudo observar el incremento en el valor
promedio de las variables morfométricas en el
tiempo, lo que fue comun tanto al didametro
mayor, como al menor y al volumen tumoral.
Esto refleja el crecimiento tumoral apreciado
en el grupo estudio, posterior a Ia
implantacién de las células tumorales por via
subcutanea. Tabla 3.

Tabla 3. Parametros morfométricos del
tumor segun tiempo en el grupo estudio.

Variables Dia 17 Dia 21 Dia 24 Dia 28

morfometricas - . : :
media DS media DS media DS media DS
Digmetromenor 3,6 13 59 |17 79 25 110 30

Digmetromayor 43 21 83 | 23 141 34 180 18

Volumentumoral | 41,0 (37,0 [ 199,0 | 1170 | 5150 3260 12420 6780

En las variaciones de los parametros
morfométricos del tumor en el grupo estudio
por intervalos de tiempo, aplicando la prueba

estadistica t-student para muestras
independientes se precid6 que existieron
diferencias significativas entre las medias

para un 95% de confianza, lo que habla a
favor del crecimiento del tumor. Tabla 4.

Tabla 4. Variaciones de parametros
morfométricos del tumor por intervalos de
tiempo.

Diametro menor | Volume
n

Dif. DS Dif. DS Dif. DS
media media media

Dli7-dia20 52 | 24 | 23 12 [ 1579 932
Di2i-dia3 | 48 | 29 | 23 13 [ 170 a3
Dia2d-diad8 | 4,1 3 31 YRR,

Dias Diametro mayor

Al apreciar el indice de crecimiento del tumor,
que se calculé determinando el cociente entre
volumen tumoral y semanas de implantacion,
se pudo observar que el tumor mantuvo un
crecimiento ascendente, que fue marcado
durante la ultima semana de
experimentacioén.

El promedio de los diferentes pesos de
organos en el grupo control y el grupo
estudio, asi como otros datos relacionados
con la prueba estadistica aplicada (prueba de
T para variables independientes). La prueba
estadistica mostrdé que existieron diferencias
estadisticamente significativas entre el peso
de los dérganos del grupo control y el grupo
estudio (p<0,05), con excepcién del corazoén
(p=0,066).



Tabla 5. Peso de o6rganos postmortem en
grupo control y estudio.

Organo | Grupo control = Grupoestudio |t p | 95% Intervalo de
s confianza

Media | DS Media | DS Inferio = Superio

r r
Higado | 0,943 [ 0,097 | 1,253 0,108 | 6,228 | 0,000 | 0,204 | 0416
Bazo | 0,099 | 0,009 [ 0,231 0,048 | 7,664 [ 0,000 [ 0,092 | 0,172
Rifiones | 0,265 | 0,030 | 0,208 0,031 | 2,213 [ 0,043 | 0,001 | 0,645
Corazén | 0,097 | 0,006 | 0,108 0,015 | 1,984 | 0,066 | -0,001 | 0,022

Pulmone | 0,135 | 0,006 | 0,148 0,015 | 2,349 | 0,043 [ 0,000 = 0,026
S

Timo | 0,027 [ 0,003 0,018 0,005 4318 [0,000 [-0,013 -0,005

Fuente. Examen anatomopatoldgico
Examen macroscopico

Después de transcurridos 35 dias desde la
inoculacion de las células de CT26, se
concluyd el estudio y se practicé la eutanasia
de todos los ratones, sometiéndolos a una
necropsia completa donde se examind
cuidadosamente el aspecto externo, asi como
todas las cavidades y 6rganos.

En el momento de la necropsia se comprobd
en el flanco derecho de todos los animales
inoculados el dia 0 del estudio con células de
adenocarcinoma CT26, la presencia de un
aumento de volumen localizado, de
consistencia aumentada, lo que corroboré el
adecuado desarrollo del tumor primario en
esos animales.

En todos los ratones se encontré un aumento
del tamafio del bazo, el higado, pulmones y
rinones.

Examen microscopico

Caracteristicas anatomopatolégicas del
tumor

Nodulo tumoral subcutdneo afecto de
adenocarcinoma de colon poco diferenciado
con zona central de extensa necrosis y
hemorragia, células viables de localizacién
perivascular, presencias de numerosos
cuerpos apoptéticos, mas de 20 mitosis
atipicas por 10 C G A, invasion epidérmica
con extensa ulceracidon, invasidon vascular
linfatica extensa, trombos tumorales en
linfaticos, infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario moderado peritumoral. El

tumor infiltra hasta el muisculo estriado en la
mayoria de los animales. Desmoplasia del
nddulo tumoral minima.

Caracteristicas anatomopatolégicas de
los 6rganos analizados del grupo estudio.

Higado. Congestiéon hepatica aguda sin
infiltracion tumoral, con cambio hidrdpico, no
metastasis.

Rifidn. Congestién renal moderada. Necrosis
tubular incipiente

Bazo. Congestion esplénica aguda, hiperplasia
de la pulpa blanca, no metastasis.

Corazon. Congestion miocardica.

Pulmones. presencia de metastasis
tumorales, las cuales se caracterizaron por
mantener un patrén celular semejante al
carcinoma que les dio origen. Estas masas
tumorales se observaron perivascular vy
peribronquialmente, en la pared alveolar o

subpleurales. Las mismas estuvieron
presentes en siete de los ocho animales
analizados.

La invasion vascular linfatica tumoral y la
presencia de trombos tumorales en linfaticos,
fueron indicio de que la via linfatica fue la
utilizada por el tumor para su diseminacion.

DISCUSION

La evaluacion de las variaciones del peso
corporal en funcién del tiempo mediante la

prueba estadistica T para variables
independientes, indicO6 que no existieron
diferencias significativas entre los pesos

corporales de los dos grupos durante el
desarrollo del experimento (p>0,05).
Resultados similares se describieron en el
estudio de Jeong Ji-Kang et al. !?, donde
reproducen un modelo de cancer de colon por
via ortotdpica y ambos grupos, el control y el

estudio, aumentaron de peso.

El aumento de peso observado en el grupo
que desarrolla el tumor de CT26, esta en



correspondencia con el peso del tumor, que le
aporta un peso extra a los animales de dicho
grupo (3,97g es el peso promedio del tumor),
tabla 2, en la cual se puede apreciar que
postmortem, en los animales del grupo
estudio, una vez extraido el tumor, el peso
corporal adquiere un valor promedio de 20,04
g, el cual estd disminuido significativamente
(p<0,05)en relacidon con el peso postmortem
del grupo control.

Esto demuestra que los animales del grupo
estudio no tuvieron una ganancia de peso
adecuada con respecto al grupo control y se
debe a la pérdida de peso que sufren los
mismos como consecuencia de la presencia
del tumor, resultado de diversos cambios
caracterizados por hipermetabolismo relativo,
deplecién proteica y falla anabdlica.

Segin Sosa R. et al.'®en su articulo de
revision sobre pérdida de peso asociada al
cancer, los mecanismos patogénicos
implicados en esta pérdida de peso, tienen un
complejo origen multicausal. Existen
alteraciones metabdlicas que incrementan el
gasto energético.

Los diversos mecanismos que intervienen en
el metabolismo intermedio aun no se
comprenden del todo; las células malignas no
solamente consumen nutrimentos con mayor
afinidad que las de tejidos normales, sino que
inducen cambios sustanciales del
metabolismo, secretando mediadores solubles
a la circulacion sistémica, incrementando la
actividad de vias antianabdlicas incluyendo la
protedlisis, lipolisis y excesivo funcionamiento
del ciclo de Cori en el higado. La sintesis de
proteinas es ineficaz y el manejo de los
depositos de energia metabdlica esta
profundamente alterado; como resultado, el
aporte de calorias y nutrimentos elementales
no es capaz de estimular eficazmente la
sintesis de proteinas. 13

Por otra parte, los cambios metabdlicos que
ocurren durante el crecimiento tumoral son
mediados por numerosos factores, entre ellos
el factor de induccién de protedlisis, que
induce la degradacion de proteinas a
aminoacidos en el musculo esquelético, y el
factor movilizador de lipidos, que promueve la
degradacion del tejido adiposo en acidos
grasos libres. Mientras que ambos son
secretados por el tumor, también se liberan

citosinas proinflamatorias por la interaccion
entre células huésped y células tumorales.

Otro factor que puede condicionar la pérdida
de peso es una mala adaptacion metabdlica,
implicando los metabolismos  glucidico,
proteico y lipidico; ocasionando glucemias
anormalmente bajas, con sindrome de
resistencia periférica a la insulina, oxidacion
excesiva de acidos grasos que resultan en
deplecion de los depédsitos de grasa,
hipertrigliceridemia,  disminucion de |la
concentracién de lipoproteinlipasa y reduccién
de la sintesis de acidos grasos libres y
monoacilglicerol. Ademds, disminuye la
sintesis de triglicéridos en los adipocitos. 3

Al evaluarse el tiempo de prendimiento del
tumor, pudo establecerse el tiempo de
latencia del mismo, el cual quedd establecido
alrededor del dia 9 lo que parece explicarse
teniendo en cuenta los ciclos de division de
las células tumorales que por debajo de este
periodo no alcanzan a diferenciar masas
tumorales palpables. También se establece un
periodo de latencia similar, no apareciendo
masas atribuibles al tumor durante la primera
semana de implantadas las células tumorales.

Al analizar el comportamiento de las variables
morfométricas se comprobd que a medida
que transcurrié el tiempo, los didmetros vy el
volumen del tumor aumentan aprecidandose
en el indice de crecimiento tumoral. El
crecimiento acelerado de estos tumores se
debe precisamente a sus caracteristicas
histologicas. Las células tumorales son poco
diferenciadas y tienen un ritmo de divisiones
celulares anormales (mitosis atipicas) muy
acelerado.

En el estudio de Bruzzo J. et al. '*sobre
cancer experimental e inflamacién sistémica,
demuestran que la misma, podria promover
el crecimiento tumoral a través de diferentes
mecanismos. Una alta concentracién de
citoquinas y proteinas de fase aguda
circulantes, podria afectar directa o
indirectamente el tejido donde el tumor se
encuentra implantado, generando sefiales
regenerativas que podrian estimular el
crecimiento tumoral e induciendo la secrecion
de moléculas contrainflamatorias e
inmunosupresoras como IL-10, TGF-B, IL-13.



El infiltrado inflamatorio peritumoral descrito
en el analisis anatomopatoldgico del tumor de
CT26 evidencia la relacion existente entre
cancer e inflamacion, que justifica el rapido
crecimiento de las células tumorales en el
intervalo de tiempo que se desarrolla el
experimento.

El analisis anatomopatolégico de los drganos
se hace con el objetivo de estudiar la
aparicion de metastasis en los mismos,
teniendo en cuenta cudles son las
localizaciones metastdsicas mas frecuentes
del CCR.

Con respecto al grupo control, los dérganos
higado, bazo y rifiones del grupo estudio,
muestran un incremento de peso, que esta en
correspondencia con la congestion aguda
presente en los mismos que se describe en el
anadlisis anatomopatoldgico. Estos cambios
pueden fundamentarse por el proceso de
inflamacion sistémica que experimentan estos
animales del grupo estudio como
consecuencia de la presencia del tumor, el
cual desencadena la liberacién de una serie
de mediadores de la inflamacion con el
objetivo de garantizar su proliferacion. El
examen anatomopatoldégico del tumor del
grupo estudio, evidencio la presencia de un
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario
alrededor de dicho tumor que avala este
hecho.

Muchos tumores generan por si mismos un
ambiente pro-inflamatorio compuesto de
citoquinas, quimioquinas, factores de
crecimiento, estroma activado,
metaloproteinasas que degradan la matriz
extracelular y agentes que inducen dafio en el
ADN, lo cual generaria un mayor crecimiento
y malignidad del tumor segun los estudios de
Bruzzo, J. et al. **

En el estudio de Jeong, J. et al. 3, se

demuestra en un modelo ortotépico de CCR,
niveles elevados de oxido nitrico sintetasa
(NOS) vy ciclooxigenasa (COX 2), las cuales
estan implicadas en la produccion de éxido
nitrico y prostaglandinas y constituyen
también un mecanismo implicado en la
carcinogénesis del CCR. La congestion
observada en algunos O4rganos puede ser
consecuencia de este fendmeno de
inflamacion sistémica.

La hiperplasia de la pulpa blanca observada
en el 6rgano bazo del grupo estudio, es otro
elemento que en este caso, explica el
aumento de peso del bazo del grupo estudio
con respecto al control. La hiperplasia esta en
correspondencia con la activacién del sistema
inmune por la presencia de las células
tumorales. La inflamacion, seglin Bruzzo J. et
al. ', es un proceso fisiolégico que el
organismo elabora frente a fendmenos de
dafio tisular y que tiene un rol clave en la
activacion de la respuesta inmune innata vy
adaptativa, la que deberia, en principio,
mediar el rechazo de los tumores
inmunogénicos.

En el caso del timo se evidencia una
disminucién del peso de la glandula en el
grupo estudio con respecto al grupo control,
puesto que la reduccion de peso de la
glandula estd acelerada, como se muestra en
el estudio de Fuentes D et al. °

El aumento de peso de los pulmones en el
grupo estudio con respecto al grupo control,
estuvo relacionado con la presencia de
nodulos metastasicos espontaneos en los
mismos. La presencia de invasién vascular
linfatica extensa y de trombos tumorales en
linfaticos fueron hallazgos encontrados en el
analisis anatomopatoldgico del tumor del
grupo estudio, que evidencian la diseminacién
por via linfatica de las células tumorales hacia
este 6rgano, como es comun que ocurra en la
mayoria de los carcinomas. Similares
resultados se encontraron en el estudio de
Fuentes D. et al.®

El andlisis anatomopatoldgico no evidencia
signos de metastasis en la mayoria de los
organos, a pesar de que los mismos
constituyen las localizaciones mas frecuentes
de metastasis en este tipo de cancer. No
obstante, estos hallazgos se corresponden
con los encontrados en otros estudios
relacionados con biomodelos de CCR, como
en los de Rosenberg, Kim Y-Eet al. 7; Rashidi,
Babak et al. ®; en los que se demuestra que

existen interacciones entre la envoltura
anfitriona y el tejido del tumor que
determinan entre otros elementos, el

comportamiento metastasico, por lo que
resulta dificil encontrar metastasis en un
modelo subcutdaneo como el desarrollado. Sin
embargo, estos tumores de CT26 presentan
una capacidad de generar metastasis
pulmonares espontaneas en la mayoria de los



animales inoculados, aunque la cantidad de
focos metastasicos es baja, con un conteo
gue oscil6é entre 0 y 3 focos por animal.

El hecho de no haber encontrado metastasis
espontaneas en otras localizaciones podria
deberse a que el pulmdén posee un
microambiente que previene la apoptosis de
las células metastasicas de CT26 y por lo
tanto favorece su supervivencia. Esto se
corrobora en el estudio de Fuentes D.
relacionado con un modelo de carcinoma
mamario ectopico que produce metastasis
pulmonares.

Se concluye que fue posible la
estandarizacion del modelo de cancer
colorrectal subcutaneo por célula implantada
CT26, estable, reproducible y susceptible de
emplearse en estudios ulteriores, como en la
evaluacion de nuevas estrategias de
quimioterapia e inmunoterapia.
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