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RESUMEN

Hemos avanzado en la creacién de un modelo animal de proliferacidon tumoral en higado, rifién
y musculo de conejo por implantacion de fragmentos de tumores VX2 como herramienta para
la valoracién de futuros ensayos antineoplasicos. Para cada modelo hemos utilizado 3 conejos
de raza Neozelandesa a los que se les ha realizado un implante quirdrgico del fragmento
tumoral y un seguimiento ecografico para evaluar el progresivo aumento de tamafio y la
influencia del tejido del hospedador en sus caracteristicas anatomo-patoldgicas, asi como la
posible apariciéon de neo-vascularizacidn y presencia de metdstasis. Finalmente, los animales
han sido eutanasiados y se han recogido muestras del tumor para su analisis anatomo-
patolégico mediante una tinciéon convencional y técnicas inmunohistoquimicas, permitiendo

de este modo su estudio comparado en los diferentes érganos diana.

Los resultados permiten establecer las bases para el desarrollo de futuros estudios en los que

se pretende valorar la eficacia de nuevas moléculas y/o vehiculos antineoplasicos.

ABSTRACT

We have initiated the creation of an animal model of tumor proliferation in liver, kidney and
muscle in rabbit by implanting VX2 tumor fragments as a tool for assessing future
antineoplastic trials. For each model we used three New Zealand White rabbits that have
undergone a surgical implant of a VX2 fragment. Ultrasound monitoring allowed to assess the
progressive increase in size and the influence of host tissue in their anatomical and pathological
characteristics as well as the possible emergence of neo-vascularization and metastasis. Finally,
the animals were euthanized and tumor mass excised for histopathological analysis by
conventional staining and immunohistochemical techniques, thus enabling a comparative study

in the different target organs.

These results allow to establish the basis for the development of future studies which aims to

assess the effectiveness of new molecules and / or antineoplastic vehicles.



INTRODUCCION

La evaluacidon de las terapias antitumorales suele realizarse en dos fases: in vitro e in vivo. A
pesar de que los resultados in vitro son extremadamente valiosos como sistema de valoraciéon
inicial®, tienen el grave inconveniente de su dificultad de extrapolacidn a una situacion clinica
como consecuencia de factores del propio tumor'® (angiogénesis, factores de crecimiento
tumoral, etc.) y del paciente (metabolismo, distribucién tisular, etc.). Por todo ello, antes de
dar por valida una nueva terapia se hace imprescindible la creacion de modelos animales de
crecimiento tumoral que permitan estudiar la aplicacion de protocolos terapéuticos en un
ambiente clinico. En este sentido, los estudios preclinicos in vitro deben seguir optimizandose
para que nos permitan obtener predicciones cada vez mdas precisas y extrapolables a los

pacientes®.

Por otra parte, y no sin olvidar los problemas éticos y de bienestar animal intrinsecamente
ligados a estas técnicas, los modelos animales necesitan ser tan representativos de la realidad
estudiada como sea posible. Por ello, antes de iniciar una fase experimental en la que se valore
la actividad, eficacia y seguridad de un nuevo farmaco o forma de administracién es necesario
obtener una serie completa de resultados en los que se compruebe la ecologia, forma de
crecimiento, capacidad y velocidad de division, capacidad de neovascularizacién y un sin fin de

otros factores dependientes del modelo animal en cuestién?®.

Al ser un modelo clasico, es obvio que la literatura recoge una gran cantidad de valiosa
informacién sobre el crecimiento de tumores tras la implantacion de células VX2°5. Sin
embargo, aun siendo extremadamente valida y estando publicada en revistas de impacto, las
condiciones particulares del experimento y del equipo de investigacidon, asi como la
infraestructura con la que se realiza el experimento pueden relativizar en gran medida una
aplicacién directa de estos resultados. Por otra parte, futuros experimentos a realizar en el
laboratorio de Farmacologia, requerirdn la consideracion de la vascularizaciéon y, en
consecuencia, del grado de oxigenacién del tejido huésped como una de las principales
variables en el futuro éxito de los farmacos estudiados®®. Asi, hemos planteado la creacién de
tres modelos: (1) Rifién, como drgano extremadamente oxigenado ya que, en condiciones
normales, este érgano recoge aproximadamente un 25% del gasto cardiaco, es decir, en un
conejo de unos 2 kg de peso unos 50 ml/min. (2) El higado, como érgano de oxigenacidn mixta.
La irrigacion de este érgano es compleja, ya que solo un 25% del aporte sanguineo llega a

través de la arteria hepatica y, por tanto, es sangre fuertemente oxigenada mientras que el
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75% restante llega a través de la vena porta con un nivel de saturacion de O; bajo. (3) El
musculo es un tejido de caracteristicas especiales, pues su grado de oxigenacion es
dependiente de las condiciones de estrés metabdlico al que estd sometido en cada momento.
En condiciones de reposo recibe una irrigacion baja, aunque cuando se exige un esfuerzo

fisico, su aporte sanguineo aumenta exponencialmente.

En este trabajo, se propone realizar un estudio experimental en el que se procedera a dar los
primeros pasos para la creacién de un modelo de proliferacién tumoral en higado, rifidn y
musculo por implantacién de células VX2, en conejo, procedentes de un carcinoma de células
escamosas inducido por Papillomavirus®, con gran capacidad de proliferacién y de invasién
tisular. Tras el éxito obtenido el afio pasado por el laboratorio de Farmacologia en el desarrollo
de un modelo hepatico, este afio nos centraremos en ampliar el modelo a dos nuevos érganos
diana, el rifdn y el muasculo, permitiendo de este modo la ampliacion del modelo de

crecimiento tumoral en conejo.

Dado que se trata de un estudio inicial, utilizaremos 9 conejos de raza Neozelandesa (3 para
higado, 3 para rifidn y 3 para musculo) en los que se implantara quirdrgicamente el tumor, con
posterior seguimiento ecografico semanal para detectar su crecimiento y valorar la aparicion

de neo-vascularizacion.

Cuando el tumor alcance un tamafio adecuado'®, sin presencia de metastasis lejanas,
realizaremos la eutanasia del mismo, posterior necropsia y exéresis del tumor y los tejidos
adyacentes. Por ultimo, se procedera a realizar un analisis anatomo-patoldgico de las muestras
obtenidas mediante una tincién convencional y técnicas inmunohistoquimicas que nos

permitan su estudio comparado en los diferentes érganos diana.



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La eleccién de este tema como trabajo de fin de grado responde a distintos intereses
personales. Por un lado, un interés por conocer de primera mano el campo de la investigaciéon
y formar parte de un proyecto experimental en el que se aunan el trabajo de laboratorio con la
revision bibliografica y, por otro lado, la buena relacion con el Departamento de Farmacologia

y la especial curiosidad por su proyecto con estudiantes iniciado durante el curso 2014/15.

Nuestro objetivo, serd determinar las caracteristicas del desarrollo tumoral una vez

implantado, asi como el momento éptimo en el que seria viable realizar ensayos de valoracion

de farmacos antineoplasicos. El desarrollo completo del modelo que aqui iniciamos permitira
el estudio de futuros farmacos y/o protocolos antineoplasicos en un a@mbito clinico, en el cual,
a menudo, surgen inconvenientes que no son tenidos en cuenta en los procedimientos “in

vitro”.



MATERIAL Y METODOS

Animales

El modelo animal utilizado en los experimentos de este trabajo, ha sido conejos de Raza
Neozelandesa, procedentes del Servicio de Apoyo a la Experimentacion Animal (SAEA) de la
Universidad de Zaragoza. Todos los experimentos y procedimientos seguidos, han sido
aprobados por el Comité Etico para Animales de Experimentacién de la Universidad de

Zaragoza (P109/13)

Se han utilizado un total de nueve conejos macho de 2,1 + 0,3 kg con dos meses de edad,
clinicamente sanos divididos en tres lotes (n=3), un lote por cada drgano estudiado (higado,

rifién y musculo).

Los animales, fueron alojados individualmente en jaulas de estabulacién con pienso estandar y
agua ad libitum, con ciclos de luz de 12 horas y condiciones ambientales de temperatura (21-

232C) y humedad relativa (55%) controlada.

Fragmentos del tumor VX2

Se han empleado fragmentos tumorales (1x1mm, aproximadamente) obtenidos en
Farmacologia en un estudio piloto realizado en abril del 2014 en un animal considerado como

portador.

La masa tumoral desarrollada en el higado de este animal se diseccioné hasta separarla del
tejido sano circundante y, posteriormente, se fragmentd. Los fragmentos han sido
conservados desde entonces en medio RPMI 1640-glicerol (70:30), a -150 °C, asegurando de
esta manera la homogeneidad genética de los fragmentos implantados. Inmediatamente antes
de su implantacion, cada fragmento tumoral individual se descongeld rdpidamente por

inmersion en un bafio a 37 °C.

Los fragmentos tumorales iniciales, usados durante aquella primera prueba, fueron

generosamente cedidos por el Dr. David Melodelima (CERN, Unit 556, Lyon, France).



Implantacién del tumor

Para estandarizar en lo posible los resultados obtenidos y minimizar la posibilidad de que los
animales padecieran algun tipo de dolor injustificado, se siguid un detallado y riguroso
“Protocolo de implantacién” que abarcaba desde la observacién y pesado del animal previo a

la cirugia hasta su despertar (Ver Anexos | y Il) y posterior control clinico.

Los animales fueron pre-anestesiados por administracién de 5 mg/kg de medetomidina
(Medetor®), por via intramuscular (IM), consiguiendo, de esta forma, una buena sedacién y
analgesia. Tras un periodo de induccién de 10 minutos, se procedid a la anestesia completa de
los animales por administracion IM de una mezcla de 25 mg/kg de ketamina (Imalgene 100°) +
0,4 mg/kg de butorfanol (Torphasol®), combinando de esta forma la anestesia disociativa del

primero con el poder analgésico del segundo.

Con el animal anestesiado, se procedid a la colocacion de un catéter venoso de 22G en la vena
marginal de la oreja derecha de los animales. Dicha via fue utilizada para la extraccién de
sangre, con la que posteriormente se realizé un hemograma y analitica iniciales. Ademas, fue
utilizada para infundir fluidos (solucién salina, 5 ml/kg/h). Por ultimo, se rasurd el campo
quirdrgico y se traslado el animal a la mesa del quiréfano, donde se procedio a la desinfeccidon
con povidona yodada y a la infiltracién intradérmica con 0,2 ml de lidocaina 2% (Anesvet®)
para desensibilizar la regidén cutdanea donde se efectuaria la incisiéon. Cuando fue necesario, la
anestesia se prolongd con la administracion de ketamina en un bolus IV de 0,1 ml de Imalgene

100°.

La primera fase de la intervencion tenia como fin el acceso al punto de implantacién y, por lo

tanto, fue distinta para cada érgano.

e En el caso del higado, la técnica quirdrgica, consistié en una incisién sub-xifoidea de
unos 2 cm a través de la piel y los musculos del abdomen, a través de la cual se

visualizo el extremo ventro-caudal del I6bulo hepatico izquierdo.

e Para el rifidén se prefirid una laparotomia paramedial izquierda, aproximadamente 3
cm por detras de la dltima costilla. Tras incidir en los planos cutaneo y musculares, se
retird la grasa perirrenal que envuelve al rifidn, dejando al descubierto el polo apical

del rifién izquierdo, donde se implantd el fragmento.



e Para la implantacion en musculo el procedimiento fue mucho mas sencillo, ya que
Unicamente consistid en incidir el plano cutdneo de la extremidad posterior derecha a
nivel de la zona media del gliteo mayor. Con una apertura de aproximadamente un

centimetro fue mds que suficiente para acceder sin dificultad a dicho tejido.

Una vez accedimos al lugar de eleccién en cada drgano procedimos a realizar la implantacién
del tumor. Para ello utilizamos dos lancetas de aproximadamente 0.5 cm de longitud, la
primera con borde punzante para penetrar en el érgano con un corte limpio y la segunda, de
bordes romos, para sustituir a la primera y para permitir traccién sobre el érgano sin hacer
mas amplio el lugar de penetracidn. Los fragmentos de tumor fueron introducidos con unas
pinzas dentadas finas en la cavidad formada entre la lanceta y el 6rgano. Una vez introducida
la masa, se realizé hemostasia por presién con la ayuda de una torunda con un doble objetivo:
en primer lugar, frenar el ligero sangrado y, en segundo lugar, asegurar que el injerto

permaneciera en el interior del 6rgano.

Una vez implantado, sdlo quedaba suturar los diferentes planos incididos. La sutura de los
planos musculares, realizada en las implantaciones en higado vy rifién, consistié en una sutura
continua con hilo de gliconato, monofilamento y absorbible 2/0 (Monosyn®, Braun). El cierre
del tejido cutdneo se realizd con grapas estériles (PreciseTM Vista, 3M), 3 en los conejos con

implante en musculo y 5 para los animales con implante en higado o rifién.

Finalmente, se realizo el lavado de la herida con solucidn salina y se cubrié la zona con gasas y

un vendaje para que no tuvieran acceso a las mismas.

Inmediatamente después de la intervencién, se administraron 0,5 mg/kg de butorfanol
(Torphasol®) y 5 mg/kg de enrofloxacina (Alsir®) a cada animal, ambas por via IM, para
asegurar una buena cobertura analgésica y antibidtica. Los animales se controlaron hasta su
completo despertar, se tomd la temperatura rectal y se le alojé en una jaula individual sobre

una bolsa térmica.

Post-operatorio y monitorizacién de los animales

Durante los cinco dias siguientes a la implantacidn, se siguid un riguroso protocolo de control
de los animales cada 12 horas, que incluia la revisidn de su estado, temperatura rectal, cura de

las heridas con povidona yodada, asi como la administracién de analgésicos y antibidticos.



La analgesia se realizé con butorfanol (Torphasol®) durante las 24 primeras horas por su mayor
poder analgésico al tratarse de un opioide mixto. Se emplearon dosis de 0,5 mg/kg cada 12h, la
primera de ellas por via IM una vez finalizada la intervenciéon y la segunda de ellas por via SC.
Después se mantuvo control analgésico con meloxicam (Metacam®) a dosis de 0,3 mg/kg cada

24h por via SC durante 4 dias adicionales.

El antibidtico de cobertura elegido fue enrofloxacina (Alsir®), a dosis de 5 mg/kg, cada 24 h,

por via IM, durante el primer dia y por via SC durante los 4 dias restantes de tratamiento.

Una vez transcurridos los 5 dias post-quirudrgicos iniciales se pasé a un protocolo de vigilancia y
cura de herida cada 24 h durante 5 dias mas. Al concluir este periodo se procedié a la retirada
de las grapas y a la realizacién del primer control ecografico, coincidiendo con el dia 10 del

experimento.

Controles ecograficos

Se realizaron tres controles ecograficos a todos los animales, a los 10 dias post-implantacién,
coincidiendo con la retirada de grapas y, posteriormente, a los 14 y los 17 dias. Este
seguimiento ecografico permitid concretar el momento en que comenzaba a detectarse el

tumor y medir su tamafio para cuantificar su crecimiento a lo largo del tiempo.

Para la realizacion de dichos controles se empleé un ecégrafo ALOKA SSD-1100 Flexus

convencional, dotado de una sonda plana en modo B y/o Doppler pulsado.

Hemograma y Bioquimica sanguinea

Con el fin de valorar el estado general de los animales y los posibles efectos a nivel sistémico
producidos por el crecimiento del tumor se realizaron dos extracciones de sangre a cada
conejo, la primera de ellas en el momento de la implantacién y la segunda instantes antes de

proceder a la eutanasia del animal.

Se enviaron las muestras al laboratorio Albeitar, donde se realiz6 un hemograma completo y

paneles hepaticos, renales y de destruccion muscular, coincidiendo con cada localizacién.



Eutanasia, necropsia y toma de muestras

Por ultimo, tras la realizacidon del Ultimo control ecografico, los animales fueron eutanasiados
por administracién de una sobredosis (100 mg/kg) de pentobarbital sédico (Dolethal®), por via

IV a través de la vena marginal de la oreja.

Tras el sacrificio de los animales, se realizd una necropsia con el fin de tomar medidas reales
del tamafio de las masas, asi como para realizar la exéresis del tumor. Una vez extraido fue
conservado en formaldehido (10%) tamponado (pH 7,4) y remitido al Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Miguel Servet, donde fueron amablemente procesadas. También se
observé la cavidad abdominal y toracica para valorar la presencia de posibles metastasis y

otras alteraciones relevantes.

Histoquimica e inmunohistoquimica

Para ello primero se procedié a la fijacion con formaldehido y la posterior inclusiéon en
parafina, lo cual proporciona a las muestras la consistencia adecuada para permitir el corte en

secciones de 3 um.

Una vez obtenidos los cortes histolégicos deseados se procedio a la tincién de los mismos. Para

ello decidimos realizar tres tipos de tinciones diferentes:

- En primer lugar, una tincidn bdsica hematoxilina-eosina, para permitir una descripcién
general del crecimiento del tumor.

- A parte se realizé el marcaje inmunohistoquimico de la citokeratina CK34 E12. Dicho
antigeno nos proporciona un marcaje especifico de la estirpe epitelial y, por lo tanto,
permite distinguir los carcinomas epiteliales de otras malignidades no epiteliales

- Un marcaje inmunohistoquimico con anticuerpos frente a p63, una proteina
perteneciente a la familia p53, que se expresa con frecuencia en tumores de células
escamosas.

- Finalmente, un marcaje con antigeno especifico de hepatocitos (HepPar-1) en

muestras de higado, como punto de referencia del limite del tejido sano.

Para el andlisis de las muestras se utilizé un microscopio dptico (Nikon Eclipse E400) con
objetivos de 10, 20, 40 y 60 aumentos. La toma de imagenes se realizé mediante un sistema de

captacion digital (Nikon Digital Sight DS-5MC) acoplado al microscopio.
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RESULTADOS

La implantacion se produjo con éxito en los 9 animales en los que se realizé el experimento. Su
seguimiento clinico diario consistid en la toma de la temperatura rectal, exploracion fisica,
comportamiento, y consumo de alimento y agua, lo cual permitié constatar que permanecian
en buen estado, sin aparicion de patologias concomitantes. La temperatura se mantuvo dentro
de los limites normales durante los 14 dias de la experiencia (Tabla 1) salvo en un animal en el
que se detectdé la aparicion de fiebre en el dia 4 por lo que se optd por un cambio de
antibidtico (cefotaxima 10mg/kg/12 horas durante 5 dias adicionales, via IM), observandose

una clara mejoria al cabo de 24 horas.

ID. PRE- POST- ) ) ) )
DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS
ANIMAL QUIR  QUIR

MUS.1 379 358 378 390 390 390 388
MUS2 389 373 396 3955 390 388 389
MUS3 381 354 384 382 381 387 384
Livi 383 351 375 386 385 381 381
Liv.2 385 367 370 386 391 386 37,5
Liv3 380 370 392 388 390 380 385
KD.L 378 357 380 383 392 391 389
KD2 385 369 391 392 399* 393 390
KD3 377 346 387 3388 392 390 386

Tabla 1: Registro de la temperatura corporal (°C) obtenido en los animales utilizados en

el estudio antes de la implantacion y durante los 5 dias posteriores.

Como precaucion, se instaurd un régimen rutinario de administracién diaria de un analgésico
no esteroideo por via parenteral para evitar en lo posible cualquier tipo de malestar provocado
por la cirugia. Tras los primeros cinco dias de seguimiento intensivo y hasta el momento del
sacrificio se explord diariamente a los animales en busca de signos de dolor relacionados con el
crecimiento de una masa tumoral, no apreciandose ni dolor a la palpacion de la zona afectada,

ni otros signos secundarios comportamentales como acicalamiento, juego y ganancia de peso
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(Figura 1). En todos los casos los animales se mostraron alertos y dispuestos a interaccionar

con el cuidador.

El peso de los animales fue registrado inmediatamente antes de la cirugia y, después, cada
semana, observandose una ganancia de peso significativa y normal en animales de esta raza y

sexo (Figura 1).

Peso (kg)

0 10 14 18
Dias post-implantacion

Figura 1. Evolucion del peso corporal de los animales a lo largo del estudio

(media + desviacion estandar) en musculo (azul), higado (rojo) y rifién (verde).

Controles ecograficos

En el primer control ecogréfico, realizado a los 10 dias post-implantacion, solo se consiguid
detectar con certeza el tumor en 4 de los 9 animales, observandose un nédulo ecogénico en la
localizacién del implante celular, compatible con una neoplasia, de un didmetro aproximado

de 0,5 cm (Figura 2).

Es en el control ecogréfico del dia 14 post-implantacion cuando detectamos con seguridad en
todos los animales del estudio la presencia de una masa ecogénica y homogénea, de bordes
definidos por un halo hipoecoico y sin una capsula definida. Dicha masa es compatible con la
presencia de una neoplasia y de un tamafio de 0,8 + 0,2 cm de didmetro, independientemente
de su localizacién en higado, rifidn o musculo. El halo hipoecoico es compatible con una
respuesta inflamatoria del organismo frente a la masa. No se detectd la presencia de neo-

vascularizaciéon, evaluada mediante Doppler pulsado. En uno de los animales implantados en
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rifidn se observé como la masa comienza a protruir desde el parénquima renal hacia la cavidad

abdominal (Figura 3).

—_—

1 Dist 0.25cm

2 Dist 0.48cm

Figura 2. Imagenes ecograficas obtenidas en higado (arriba), rifidn (centro) y mdusculo (abajo) antes de la

implantacién (derecha) y a los 10 post-implantacién (izquierda).

Durante la ecografia realizada el dia 17 (Figura 3) se observé una masa ecogénica, esférica o
ligeramente elipsoidal, con un tamafio de 1,2 + 0,3 cm de didmetro independientemente de su
localizacién, compatible con un tumor de gran malignidad, evidenciado por su alta velocidad
de crecimiento e infiltracién de tejido adyacente. En las tres localizaciones se observé la

aparicion en el interior de la masa de zonas hipoecogénicas, de tamafio variable, compatibles
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con la presencia de necrosis intratumoral debido al rapido crecimiento del tumor. Esta
observaciéon fue especialmente evidente en los tumores hepaticos. También se estudié por
Doppler pulsado la presencia de neovascularizaciéon tumoral especifica, detectandose zonas de

intensa vascularizacidn tanto en el interior de la masa como en sus zonas periféricas.

1 Dist 0.79 cm 1 Dist 1.33cm

41 cm

1.22 cm

1.41 cm

Figura 3. Imagenes ecograficas obtenidas en higado (arriba), rifidén (centro) y musculo (abajo) a los 14 (derecha) y

18 dias post-implantacion (izquierda).

Dado que no se detectaron diferencias ecograficas en cuanto al tamafio ni a la velocidad de
crecimiento de la masa, se optd por agrupar los resultados en una sola figura en la que se
puede apreciar como el tamafio parece aumentar de forma exponencial en funcién del tiempo

transcurrido tras la implantacién quirudrgica del fragmento tumoral.
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Tamafio de la masa (cm)

0 T T T 1
0 5 10 15 20

Dias post-implantacion

Figura 4. Progresion del tamafio ecografico de la masa compatible con el
tumor (media * desviacion estandar) de las medidas realizadas los dias
10, 14 y 18. La linea sodlida representa una estimacién de la tendencia

exponencial del crecimiento del tumor.

Analiticas sanguineas

Los parametros del hemograma y la bioquimica general, destinados a evaluar las
repercusiones sistémicas del tumor no revelaron diferencias significativas al comparar los
valores obtenidos en las muestras de sangre tomadas antes de la implantaciéon con los

obtenidos a los 18 dias post-implantacién.

Necropsia

Los animales fueron sacrificados el dia 18 post-implantacién, tras la realizacién de un control
ecografico, momento que se considerd idéneo para la obtencién de muestras. Se contrasto
que el tamafio y la localizaciéon de los tumores coincidia con el de las masas observadas
ecograficamente (Figura 5), se realizaron medidas de la masa en dos ejes para cuantificar su

volumen y se enviaron al laboratorio para su posterior analisis anatomopatolégico.
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Figura 5. Imagenes de las masas tumorales en (A) higado, (B) rifion y (C) musculo, obtenidas durante la necropsia.

Durante la necropsia, se realizd una evaluacion general de los animales, no observandose otras
lesiones macroscdpicas remarcables a parte del citado tumor. En ninguno de ellos se

encontraron indicios de metastasis.

Tincién histolégica con Hematoxilina-Eosina

La caracterizacion anatomopatoldgica de los tumores obtenidos en el estudio reveld
caracteristicas de los mismos tipicas de los carcinomas. A pocos aumentos se observd, en la
periferia, una zona de proliferacién activa del tumor con gran condensacidn de estructuras,
mientras que, por el contrario, en el centro del mismo se observaron zonas poco tefiidas
compatibles con areas de necrosis intratumoral (Figura 6A). En la zona de transicidn entre el
tejido sano y la masa en crecimiento se aprecid6 una banda muy bdsofila, con gran
condensacién de células inflamatorias acompafiadas de células tumorales proliferativas y en
diferentes estados de degradacion, correspondiendo a la zona donde la neoplasia esta siendo

atacada por el sistema inmune del animal.
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Figura 6. Tincidon con H&E del carcinoma de células escamosas obtenido tras la necropsia. (A) A la izquierda de la

imagen la zona de necrosis con la caracteristica “imagen fantasma” y a la derecha la zona de proliferacion activa del

tumor (10x) B) Zona de necrosis (60x). C) Zona de proliferacién tumoral (60x).

Al observar el tumor con mayores aumentos, la tincidn convencional con H&E permitié
observar la presencia de células basodfilas con grandes nucleos hipercromaticos, de morfologia
y tamafio variables y escaso citoplasma, lo cual es compatible con un escaso grado de
diferenciacién celular (Figura 6C). Se observaron zonas de gran condensacién celular, con
células de aspecto mdas o menos homogéneo, pero con importantes atipias celulares (nucleos

gigantes, gran cantidad de mitosis y mitosis atipicas).

Estas zonas de gran celularidad se alternan con zonas de necrosis, en las cuales se observé una

gran desestructuracién celular, con alteracién y degeneracion citoplasmatica, asi como restos
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nucleares y restos citoplasmicos libres, dando lugar a la caracteristica “imagen fantasma”,
propia de los tejidos necrosados (Figura 6B). También se encontraron algunas células
parenquimatosas degeneradas, e incluso zonas en las que se apreciaban fibras conjuntivas, lo
gue se corresponderia a una tipica imagen de cicatrizacidn, posiblemente estimulada, de
forma indirecta, por la liberacion de factores tumorales relacionados con el crecimiento
tumoral y la angiogénesis. Es particularmente significativa la observacién de que, en el interior
del tumor, las zonas donde se puede observar una mayor proliferacién y condensaciéon de
células malignas, se encuentran formando islas bien delimitadas en las que, en la mayor parte

de los casos, se puede observar la presencia de una arteriola central.

Figura 7. Zonas de invasién tumoral de tejido sano. A) Zona de invasién en higado (10x). B) Zona de invasion de la

médula renal (10x). C (10x) y D)(60x) Zona de invasién en musculo.

En las muestras de higado observamos una clara delimitacién entre las células carcinomatosas
y el parénquima hepatico, asi como un evidente aplanamiento de los hepatocitos mas
cercanos a la zona de proliferaciéon tumoral, lo que sugiere una compresion del parénquima del
6rgano debido al crecimiento del tumor de tipo predominantemente expansivo (coincidente

con el aspecto macroscopico de la lesidn), algo que resulta llamativo en un tumor de estas
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caracteristicas y con este grado de malignidad, en el que cabria esperar un crecimiento de tipo

invasivo (Figura 7A).

En rifdn la delimitacion de la masa resulté algo mas complicada. Observamos una zona de
transicion difusa, donde encontramos células tumorales aisladas o agrupadas en clusters,
rodeadas de gran cantidad de material eosinofilico, compatible con liquido citoplasmatico
procedente de la destruccion tisular (Figura 7B). Dicha zona de transicion es mas amplia en la
zona medular que en la cortical, lo cual podria indicar que el ambiente hiperosmético de esta
region desempefia un papel importante acelerando la destruccidn de tejido sano y reduciendo
el ritmo de crecimiento tumoral. Si avanzamos hacia tejido sano observamos los tubulos
renales de aspecto tortuoso en los lugares proximos a los lugares de invasion, lo cual evidencia

el incio de su degeneracion.

En musculo, sin embargo, el carcinoma presenta un crecimiento mucho mas invasivo, las
células tumorales avanzan a través del perimisio, es decir, las bandas de tejido conjuntivo
fibroso que se encuentran rodeando los fasciculos de fibras musculares, acompafiadas de un
gran numero de células inflamatorias, provocando una fascitis eosinofilica. Posteriormente
discurren a través de los endomisios, que envuelven a cada fibra muscular, y de esta forma

rodean a dichas estructuras provocando su degeneracion (Figura 7Cy 7D).

Tinciones inmunohistoquimicas

Para una caracterizacion mds detallada de la estirpe celular y un conocimiento mas profundo

del modo de invasién del tumor se realizaron una serie de tinciones especificas.

Se realizé la tincion CK34 E12 en la que se emplearon anticuerpos especificos para tefiir esta
citoqueratina de alto peso molecular, una proteina especifica del citoesqueleto de la estirpe
epitelial sobreexpresada en algunos carcinomas de estirpe epitelial. En la zona de proliferacion
se observo el crecimiento anarquico de las células epiteliales, entre las que se detectaron la
presencia de algunas células inmunitarias aisladas no tefiidas (Figura 8B). La respuesta
imunitaria del huesped es muy evidente en la zona de transicidn entre la neoplasia y las zonas
de necrosis, donde se observd una banda ancha de células de citoplasma no tefiido que se
corresponden con las celulas defensivas del organismo que estan atacando al tumor (Figura
8A). Por ultimo, en la zona de necrosis se observé claramente una tincién difusa y excesiva,
propiciada por la destruccion de células tumorales y la consecuente desestructuracion,

liberacion y difusidn citoplasmatica de la citoqueratina (Figura 8A).

-19-



Figura 8. Marcaje inmunohistoquimico para el anticuerpo anti-CK34p3 E12 (paneles A (10x) y B (60x)) y para el

anticuerpo anti-p63 (paneles Cy D (60x)).

También se realizé una tincion inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-p63 (Figura 8), factor
de transcripcidén nuclear especifico de las céluas epiteliales sobrexpresado con frecuencia en
tumores de células escamosas y cuyos epitopos son mas resistentes a los procesos de fijacidén
con formol que los epitopos de las citoqueratinas. Por lo tanto, con esta tincién completamos
la informacidon que nos aportan las proteinas del citoesqueleto, al mismo tiempo que
aseguramos un doble marcaje positivo para las células tumorales. En los cortes marcados con
este anticuerpo se observaron células con nucleos de morfologias variadas, con gran actividad
mitética y un nuimero considerable de atipias nucleares en la zona de proliferaciéon de la
neoplasia al mismo tiempo que un marcaje difuso en la zona de necrosis originada por la
destruccién celular (Figura 8C y 8D). Las células inmunitarias no se marcaron con este

anticuerpo, delimitando nuevamente la zona de ataque del organismo.
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Figura 9. Marcaje inmunohistoquimico para el anticuerpo HEP-PAR1

clon OCH 1E5. Marcador especifico de hepatocitos (10x.)

Por ultimo, se realiz6 una tincion especifica de hepatocitos (HEP-PAR1 clon OCH 1E5) que
permitié el marcaje del citoplasma y la membrana de las células hepaticas, diferenciandolas
claramente de las células tumorales, las cuales se muestran negativas (Figura 9) y obteniendo
asi una contramarcaje con respecto a la masa tumoral. Esta tincién permitié confirmar la
compresion producida por el tumor en las zonas de parénquima adyacentes al area de
invasién, en las que se observd que los hepatocitos se encuentran aplanados y con mas

desestructurados que en las zonas de parénquima mas alejadas de la neoplasia.
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DISCUSION

Los tumores VX2 son carcinomas de células escamosas con un alto grado de malignidad3. Se
trata de un tumor de rdpido crecimiento y gran capacidad de invasién tisular, con un elevado
poder de diseminacion hematdgena y linfdtica y una considerable letalidad* Estas
caracteristicas provocan que la seleccion del momento éptimo para comenzar con los distintos

protocolos terapéuticos sea todo un desafio®3.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio son acordes con los trabajos previamente
publicados sobre el crecimiento y las caracteristicas anatdmicas e inmunohistoquimicas de los

carcinomas creados tras la implantacién de células VX2%%18,

La eutanasia en el dia 18 post-implantacion se decididé en base a los resultados de trabajos
anteriores publicados®® y al seguimiento diario de nuestros animales, ya que en ese momento
el tamafio del tumor reunia caracteristicas adecuadas para permitir la evaluacién de la accidn
de nuevos tratamientos quimioterdpicos. Por otra parte, mantener a los animales con vida
durante un periodo de tiempo mas prolongado hubiese aportado informacién sobre la
aparicion de posibles metdstasis y su localizacién, aparicion de sintomatologia sistémica
propias del sindrome paraneoplasico, letalidad del tumor, todos ellos datos de indudable valor
en el prondstico clinico del tumor. Sin embargo, este no fue en ningln caso el objetivo de
nuestro trabajo ya que el modelo propuesto debe servir como base para demostrar la eficacia

de nuevas formas de vehiculizacién de moléculas cuyo mecanismo de acciéon es bien conocido.

En concordancia con el rdpido aumento del diametro y el volumen tumoral, la mayor parte de
los autores describen un crecimiento de la masa carcinomatosa de unos 2 cm de diametro al
cabo de 3 a 4 semanas*!®, dato que coincide con lo estimado en nuestros animales de haber
continuado con el experimento. No obstante, en algunos de nuestros ejemplares se observd
un crecimiento tumoral ain mas rapido, lo que hace imprescindible el seguimiento ecografico
de la masa para poder determinar con exactitud el momento éptimo en el que realizar los
ensayos antineopldsicos®. Sin embargo, creemos que esta variaciéon en la velocidad de
crecimiento podria ser debida a variaciones en el lugar de implantacion y diferencias en los
protocolos postoperatorios, mas que a variaciones en la capacidad de proliferacién celular
propia del tumor, dado que los resultados obtenidos por los marcadores de proliferaciéon son

muy similares a los publicados®?.
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Por otra parte, la existencia de vascularizacidon peritumoral apreciada en ciertos animales a
partir de la segunda semana de ensayo, es un factor crucial para la futura evaluacion de

1013 por métodos de embolizacién transarterial,

protocolos de tratamiento antineopldsico
quimio-ablacion y otras técnicas que impliquen la dispensaciéon localizada de farmacos y/o
particulas a través de canulas intra-arteriales o de vehiculizacién con nuevos transportadores
de disefio. Un ejemplo de ello seria la utilizacion de nanoparticulas que, especificamente, se
encarguen de dirigir y focalizar la accién del farmaco hacia la diana tumoral. En este sentido,
las nanoparticulas representan una nueva forma de administracion de farmacos antitumorales

clasicos que evita en gran medida la presentacidon de efectos indeseables sistémicos, si bien

para ello necesitan una via especifica de acceso hasta la masa tumoral.

Un dato significativo a tener en cuenta es la tasa de éxito tras la implantacidn. La bibliografia
recoge una tasa de éxito en torno al 80% de los animales'®, sin embargo, en nuestro caso esta
tasa fue del 100%. Es evidente que en nuestro caso se utilizaron un bajo nimero de animales y
que, por tanto, los datos tienen un menor significado estadistico. Sin embargo, y de acuerdo
con la informacidn recogida en el laboratorio de Farmacologia sobre experimentos realizados
en un lote mayor de animales (datos no publicados), la tasa de éxito se acerca al 99%. Es dificil
poder sacar una conclusién cierta sobre estos resultados, pero es posible que los cuidados
veterinarios refinados, la técnica quirdrgica, la estricta terapia postquirdrgica e incluso el
manejo atento y amable que se les da a estos animales hayan desempefado un papel positivo
en este sentido. En cualquier caso, es importante remarcar la importancia y la necesidad de
aplicar cuidados y atencidn estrictamente veterinaria cuando estos tienen como fin ultimo la
creacion de un modelo de esta clase, mas cuando entran en juego cuestiones de tipo

estrictamente ético relacionados con el bienestar animal.

El andlisis anatomopatoldgico de las muestras de los tumores mediante la tincion H&E, asi
como las distintas técnicas inmunohistoquimicas'® especificas llevadas a cabo, permitieron
definir la organizacion celular de la neoplasia, asi como el patrén de invasidon tumoral,
demostrando que, a partir de las dos semanas postimplantacién, es el momento dptimo para

llevar a cabo ensayos antineoplasicos®.

Las imagenes histoldgicas estan en consonancia con el patron de crecimiento tumoral descrito
por otros autores’® en carcinomas de células escamosas, segun el cual, la rdpida y masiva
proliferacidn celular no permite una angiogénesis acorde al grado de celularidad. Las células

mas alejadas de los vasos sufren un proceso de hipoxia y degeneran, como evidencian las
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grandes areas de necrosis en las zonas centrales del tumor y la presencia de pequefios vasos

cercanos a las zonas de proliferacién tumoral.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones debido al disefio experimental. En primer lugar,
el empleo de 3 animales por drgano diana nos da unos datos iniciales y orientativos ya que es
un numero relativamente pequeiio. Ademas, dado que los animales se sacrificaron cuando el
tumor alcanzaba un tamafo adecuado a nuestro propdsito, no se pudo relacionar el grado de
expresidon de los marcadores tumorales con el prondstico, el grado de supervivencia o la
mortalidad de los animales objeto del estudio. Ambos hechos suponen un inconveniente a la
hora de valorar el éxito terapéutico final de los protocolos antineopldsicos, por lo que
consideramos que el estudio deberia realizarse con mas animales y extenderse en el tiempo, si

se desean conseguir datos epidemioldgicos representativos en este sentido.

Otra limitacion que aparece en los modelos tumorales que emplean células VX2 es la aparicidon
de una alta tasa de necrosis tumoral espontanea en el centro del mismo, debido a factores ya
mencionados como la hipoxia celular producida por el rdpido crecimiento de la neoplasia.
Dicha tasa de necrosis puede afectar a la eficacia de los estudios antineoplasicos programados
a partir de estos modelos. No obstante, se estdn desarrollando nuevas lineas de células VX2
modificadas capaces de sobreexpresar el factor de crecimiento del endotelio vascular, asi

como el receptor del factor de crecimiento epitelial (datos no publicados).

Nuestros resultados parecen indicar que, en nuestros modelos, la localizacidon en la que se
realiza el implante no desempefia un papel crucial en la velocidad de crecimiento del tumor.
No hemos encontrado diferencias en cuanto al didmetro de la masa, si bien, las imagenes
histoldgicas parecen evidenciar que las masas desarrolladas en musculo tienen un aspecto mas
compacto y menos necrdtico que las observadas en higado y rifidn. Si bien el tejido muscular
es capaz de recibir un aporte de oxigeno considerable cuando se enfrenta a retos metabdlicos
intensos, como el ejercicio fisico, en estado de reposo es un tejido cuya vascularizacion es
menor. En reposo, el flujo de sangre a través de los musculos esqueléticos varia entre 4 y 7
mililitros por cada 100 gramos de musculo. En cambio, durante un ejercicio muscular intenso
este flujo sanguineo puede aumentar hasta 20 veces, elevandose hasta 50 o 75 ml por 100 g
de musculo. No obstante, no es de descartar que la localizacidn tisular del tumor represente
un factor de extrema importancia en cuanto a la tedrica distribucién de los farmacos

antineopldsicos hasta su diana tumoral.
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CONCLUSIONES

En nuestro estudio, hemos conseguido profundizar en el desarrollo de un modelo tumoral
hepatico, renal y muscular de una forma eficaz y reproducible en conejos inmunocompetentes
de mediano tamafo. La tasa de éxito conseguida es del 100% de los animales analizados.
Hemos enfatizado los cuidados postquirdrgicos de los animales enrolados en el estudio
conscientes de que son un factor determinante en el éxito del experimento y por cuestiones
éticas y de bienestar animal. El experimento abarca un periodo de 18 dias y la proliferacién
tumoral presenta caracteristicas anatdmicas, vasculares, histolégicas e inmunohistoquimicas

adecuadas para llevar a cabo futuras valoraciones de protocolos antineoplasicos.

CONCLUSIONS

In our study, we have delved into the development of a reproducible hepatic, renal and
muscular cancer model in immunocompetent rabbits. After chirurgical implantation of VX2
fragments a 100% success has been observed. Post-chirurgical cares have been emphasized,
knowing that, probably, this represents a key factor for the experiment success and for ethical
an animal-welfare issues. The experiment lasts for 18 days and the tumor proliferation shows
appropriate anatomical, vascular, histological and immunohistochemical characteristics that

allows for the future valuation of antineoplastic drugs or drug-carriers.
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ANEXO |. PROTOCOLO DE IMPLANTACION TFG RICARDO. CONEJOS VX2

PROTOCOLO IMPLANTACION:

[ ] OBSERVACION DEL ANIMAL

[ ]pEsADO

[ ]JromaA DE sANGRE COAGULACION CENTRIFUGADO
[ ]TOMA DE TEMPERATURA

[ ]sepAcioN

[ JANESTESIA

[ ]rRASURADO

DDESINFECCION

DVIA \Y
[Jcrucia

[ ]roma DE TEMPERATURA
[ ]mepicacion

DOBSERVACION HASTA RECUPERACION



IMPLANTACION

NUMERO CONEJO:

FECHA

CIRUJANO

JAULA:

ANESTESISTA |

LOCALIZACION DEL IMPLANTE  higado
musculo
rindn
PESO
TEMPERATURA
Estado del animal (signos clinicos detectados):
MEDICACION, Sedacién y anestesia
i . ) Preparada Administrada
Farmaco Frecuencia Dosis
(Si/No) (Si/No)

Pre-operatorio

Medetomidina

Pre-operatorio Ketamina
Pre-operatorio Butorfanol
Cirugia Lidocaina
Post-operatorio Butorfanol

Post-operatorio

Enrofloxacina

RESCATE

Ketamina

Pentobarbital
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