
 

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE VETERINARIA 

Departamento de Patología Animal II 
(Patología y Clínica Médico-Quirúrgica) 

 

 
 
 

ESTUDIO BIOLÓGICO, HISTOLÓGICO, 
INMUNOHISTOQUÍMICO DE TUMORES DE LA 

GLÁNDULA DE ZYMBAL INDUCIDOS CON DMBA EN 
RATAS SPRAGUE-DAELEY 

 
 MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 

PRESENTADA POR 

María de la Merced Gómez García 

 

Bajo la dirección de los doctores 
  

Laura Peña Fernández 
Fernando Val Bernal 

 
 
 

 
Madrid, 2002 

 
 
 
 
 
ISBN: 978-84-8466-434-5                         © María de la Merced Gómez García, 1994 



1

TESIS DOCTORAL

ESTUDIO BIOLÓGICO, HISTOLÓGICO E
INMUNOHISTOQUÍMICO DE LOS TUMORES DE LA

GLANDULA DE ZYMBAI INDUCIDOS CON DMBA EN
RATAS SPRAGUE-DAWLEY.

MS de la MERCED GOMEZ GAlICIA

MADRID 1994



UNIVERSIDADCOMPLUTENSEDE MADRID

FACULTADDE VETERINARIA

DEPARTAMENTODE PATOLOGIAANIMAL II

UNIDAD DE HISTOLOGíA YANATOMíA PATOLOGICA

ESTUIMO BIOLÓGICO, HISTOLÓGICOE INMUNOIIISTOQUÍMICO

DE LOS TUMORES DE LA GLAJJDIJLA DE ZYMBAL INDUCIDOS CON

DMBA EN RATAS SPRAGUE-DAWLEY.

DIRECTORES:LAURA PEÑA FERNANDEZ
Profesortitular de PatologíaAnimal.

(UnidaddeHistologíay AnatomíaPatológica).
Dpto PatologíaAnimal II.

FERNANDOVAL BERNAL
Catedráticode AnatomíaPatológica.

Dpto CienciasMédicasy Quirúrgicas.
Facultadde Medicina.

Universidadde Cantabria.



Da LAURA PEÑA FERNANDEZ, Profesor Titular del Departamentode

PatologíaAnimal II de la FacultaddeVeterinariade Madrid, y D. FERNANDO
VAL BERNAL, Catedráticode AnatomíaPatológicade la Facultadde Medicina
de Cantabria

CERTIFICAN:

quelaTesisDoctoraltituladaESTUDIOBIOLÓGICO, HISTOLÓGICO
E INMUNOIIISTOQUÍMICO DE LOS TUMORESDE LA GLANDUILA DE
ZYMiBAL INDUCIDOS CON DMBA ENRATAS SPRAGUE-DAWLEY, de
la queesautorala LicenciadaenVeterinariaW M~ de la MERCED GÓMEZ
GARCIA, se ha realizadoen la Unidad Docente de Histología y Anatomía
Patológicade la Facultadde Veterinaria,UniversidadComplutensedeMadrid y
en la Unidad Docente de AnatomíaPatológicade la Facultad de Medicina,
Universidadde Cantabria,bajo nuestradirección.

Madrid a 21 de septiembrede 1994.

LauraPeñaFernández FernandoVal Bernal



A mis padres

A Pablo

A Pablete



AGRADECIMIENTOS



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Laura Peña y al Dr. Val Bernal, por su incansablelabor

científica y constanteapoyoy estímuloen estaTesis Doctoral.

A María y Manolo, porquegraciasa ellos comencémi andaduracomo

profesoren la facultad, queeralo queyo quedaen aquelmomentoy por todas

las enseñanzasy buenosconsejosquehe recibidoa lo largo de estosaños.

A Nani, que fué la pioneraenel estudiode los tumoresinducidosen los

animalesde experimentación,siendoun ejemplo, por el rigor científicp y la

calidaddemostradaen todos sustrabajosde investigación.

A Nines y Antonio, no sólo compañeros,sino amigos, que dedicaron

muchashorasde suvida a estetrabajoy tuvieronmuchapacienciaconmigoy con

lasratas.

A Luis Buelta, otro buencompañeroquesehapasadolargashorasen el

ordenadorparaqueestetrabajopudierasalir adelante,colaborandodirectamente

en la estadísticay en los gráficosqueacompañanaestaTesisDoctoral

A Fidel y Marisa,porquecadaunodeellos mehaprestadoun pocode su

tiempo, sobretodo en lo referentea la revisiónbibliográfica.

A la Dra. Maria Luisa de Vicentepor su cooperaciónen la inducción

químicade las ratas.

A Pedro, que con su buen hacerha realizadounos cortes histológicos

perfectosy por su infinita paciencia.



A Montsey Flor, quemehanayudadoconlas técnicasde laboratorio,por

susconsejosy su dedicación.

Al resto de compañerosdel dpto. de AnatomíaPatológicade Valdecilla

porquehan sido todosencantadores.

A todos los compañerosdeldpto. dePatologíaAnimal II, porquetodos y

sin excepción,me hanayudadoen lo posibley porque al vivir fuera,hanhecho

que mis estanciasen Madrid seande lo másagradable.

A Ana Rodriguez,por su buen inglés y su buenavoluntad.

A mispadresy mis hermanosqueme prestaronsu ayudaen el momento

oportunoparaquepudieraterminarestetrabajo.

A Pablo porque sin su apoyo y sin su comprensiónjamás hubiera

concluidoestatesis.

A, Yako, aunqueausente,porquehasidosiempreun ejemploa seguir,por

su dedicaciónenel trabajoy por su calidadhumana.



INDICE



INDICE

1.- INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

II.- REVISION BIBLIOGRÁFICA

II. 1.- TUMORES GLÁNDULA DE ZYMBAL (T.G.Z.)

II. 1.1. - LOCALIZACIÓN Y DENOMINACIÓN

II. 1.2.- ETIOPATOGENIA

II. 1.3.- ASPECTOMACROSCÓPICO

II. 1.4.- CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA

11.2.-TÉCNICAS ESPECIALES

11.2.1.-CITOQUERATINAS

11.2.2.-LECTINAS

III.- MATERIAL Y MÉTODOS

111.1.-ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

111.2.-INDUCCIÓN TUMORAL

111.3.-GRUPODE ANIMALES

111.4.-CONTROLESREALIZADOS

111.5.-SACRIFICIO Y NECROPSIADE LOS ANIMALES

111.6.-ESTUDIOHISTOLÓGICO

111.6.1.-TOMADE MUESTRAS

111.6.2.-FIJACIÓN

111.6.3.-INCLUSIÓN

111.6.4.-OBTENCIÓNDE CORTES

111.6.5.-MÉTODOS DE TINCION

111.6.5.1.-TECNICAS HABITUALES

111.6.5.2.-TÉCNICAS HISTOQUIMICAS

1

5

6

6

8

14

14

19

19

34

47

48

48

49

50

51

52

52

52

53

53

54

54

54

111.6.5.3.- TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

111.6.6.-ICONOGRAFíA

111.6.7.-MÉTODOS ESTADÍSTICOS

55

58

58



IV.- RESULTADOS

IV. 1.-INDUCCIÓN TUMORAL

IV.l.l.- TUMORES MAMARIOS

IV.1.2.- TUMORES DE LA GLÁNDULA DE

IV.2.- ESTUDIO BIOLÓGICO 63

IV.2.1.- ESTADO GENERAL

IV.2.2.- PESODE LOS ANIMALES ....

IV.2.3.- SUPERVIVENCIA:

IV.2.3.l.- Supervivenciaglobal

IV. 2.3.1.-Supervivenciaen animales

IV. 2.3.3.- Supervivenciaen animales

IV.3.- RESULTADOSANATOMOPATOLÓGICOS

IV.3.l.- NECROPSIAS

IV.3.l.l.- En animalessin T.G.Z. ...

IV.3.l.2.- En animalescon T.G.Z. ...

IV.3.2.- TUMORES DE MAMA

IV.3.2.l.- Localizacióny número

IV.3.2.2.-Estudiomacroscópico

IV.3.2.3.-EstudioHistopatológico

IV.3.3.- TUMORES DE LA GLÁNDULA DE

IV.3.3.1.-Localización y número .

IV.3.3.2.- Estudiomacroscópico .

IV.3.3.3.- Volumen tumoral

IV. 3.3.4.- Estudiohistopatológico .

IV. 3.3.5.- Técnicashistoquimicas .

IV. 3.3.6.- Técnicasinmunohistoquimicas

V.- TABLAS E ICONOGRAFÍA

VI.- DISCUSIÓN

VII.- CONCLUSIONES

VIII.- RESUMEN

IX.- SUMMARY

sin T.G.Z.

con T.G.Z.

ZYMBAL

63

64

65

65

67

67

68

68

68

69

71

71

71

72

76

76

76

77

78

84

89

93

... 134

• . . 151

... 155

157

... 60

61

61

62ZYMBAL

X.- BIBLIOGRAFIA 159



1.- INTRODUCCION

Y OBJETIVOS



Introducción y Objetivos 2

INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

Esta Tesis Doctoral continúacon la línea de investigaciónque

sobre OncologíaExperimentalse viene desarrollandoen el Departamentode

PatologíaAnimal II de la Facultadde Veterinariade Madrid. Cuentaademás

con la experienciadiagnósticae investigadoradel Departamentode Anatomía

Patológicade la Facultadde Medicinade Cantabria.Es por tanto, fruto de años

de trabajode otros investigadoresquecon su esfuerzohanfacilitado el camino

paralos queenestosmomentosiniciamos nuestraandadura.

En este trabajo hemoselegido un modelo experimentalde oncogénesis

químicaen rataSprague-Dawleymedianteel carcinógeno7,12-dimetilbenzan-

traceno(DMBA). Dicho carcinégenoha sido utilizado por numerososautores

paraprovocardistintasneoplasias,entreellas, tumoresde mama(Peña.1989),

parteproximal del estómagorevestidade epitelio escamosoy conductoauditivo

externo(Hirosey col., 1988).

El DMBA es un carcinógenoquímicode síntesisdel grupo de los hi-

drocarburospolicíclicos aromáticos,cuyaadministracióna ratasSprague-Daw-

ley provoca,por vía intragástrica,la apariciónde tumoresde mamay tumores

de la glándulade Zymbal (T.G.Z.). Posee,desdeun punto de vista práctico,

grandesventajas,como son su administraciónen una única dosis y la rapidez

de inducción tumoral (Huggins y col., 1961). Por otra parte, la facilidad de

manejode la rataSprague-Dawleyes, sin lugar a dudas,un factor mása tener

en cuentaen la eleccióndel modeloneoplásico.
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Los tumoresobjetode nuestroestudio,son tumoresque asientanen una

glándulasebáceaexistenteúnicamenteen el conductoauditivo externode la

rata y de algunosroedores(Zymbal, 1933; Skorynay col., 1951) y quesirven

de modeloexperimentalpara el estudiode tumoresdeglándulassebáceasde la

piel humana(Pliss, 1987) y posiblementede la especiecanina.

Diversosautoreshanrealizadoalgunostrabajospara intentarestudiarel

origen y la patogeniade estos tumores. Así, Spitz y col., (1950) señalanla

dificultad de identificar su origen debidoal eclipsamientode los elementosdel

tumor por la intensaqueratiizaciónque se produce. Skoryna (1951). afirma

quelos tumoresde la glánduladeZymbal surgenindudablementecomo resulta-

do de la administraciónde un carcinógenoquímico, pero siempreque existan

unaslesionesdegenerativastisularesprovocadaspor un éstasisde la secrecióno

bien por otitis medias.Schardein(1966), opinapor el contrario, que las lesio-

nes previascomo el éstasis,inflamaciónu obstrucciónno estanasociadascon

los tumoressi no que son productode dilatacionesquisticasproducidaspor la

edad,y potenciadaspor un carcinógenoquímico. Así mismo, los T.G.Z. tam-

bién puedenaparecersin ser inducidosquímicamente.En 1986, Gopinathen-

contró, realizandoun estudiode tumoresespontáneosde cerebroen ratasSpra-

gue-Dawley,la aparici6nde tumoresespontáneosen la glándulade Zymbal.

Por otraparteel conocimientoqueexisteen la actualidadsobre el aspec-

to histológico de los tumoresde la glándula de Zymbal es muy escaso.La

mayoríade los trabajosen los que semencionasu apariciónselimitan a seña-

lar su presenciasin añadirmásinformación al respecto.ÚnicamentePliss en

1987 (en un trabajo parala O.M.S.), Mohr y col. (1990) y Mohr (1993) han

realizado clasificacioneshistológicas de estas neoplasias,lo que en nuestra
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opinión resulta insuficiente. Además, no existen tampoco referencias sobre

cualesson suspropiedadeshistoquimicaso su caracterizacióninmunohistoqul-

míca.

Habidacuentade la escasezde informaciónque se tiene de los tumores

de la glándulade Zymbal (T.G.Z.), nos planteamoseste trabajoy nos propusi-

mosalcanzarlos siguientesobjetivos

:

Realizarun estudiobiológico de los tumoresde la glándulade Zymbal,

tras la administraciónintragástricadel carcinógenoDMBA a ratasSpra-

gue-Dawley, considerandola posiblerelacióncon los tumoresde mama

aparecidos.

2.- Llevar a cabo el estudiohistológico de estos tumores con microscopia

óptica.

3.- En los animalesno portadoresde T.G.Z., hacerun estudiohistológico

completocon M/O del conductoauditivo externo,con el fin de detectar

posiblescambiospretumoralesy estadiosiniciales no visibles macrosco-

picamente.

4.- Estudiarlas propiedadeshistoquimicasde los T.G.Z. con técnicashisto-

químicastradicionalesy medianteel USO de lectinas.

5.- Caracterizarlos T.G.Z. desdeel puntade vista inmunohistoquimicocon

anticuerposanti-citoqueratinas.



II.- REVISIÓN

BIBLIOGRÁFICA
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11.1.-TUMORES DE LA GLÁNDULA DE ZYMBAL

11.1.1.-LOCALIZACIÓN Y DENOMINACIÓN

En el conductoauditivo externode las ratas existe una gran glándula

sebácea,quefué descritaoriginal e independientementepor Zymbal y Zawisch-

Ossenitzen 1933. Es una glándula especial, que solo poseenroedorese in-

sectívoros(Skorynay col., 1951) a diferenciade la especiehumanay del resto

de los animales, cuyo conducto auditivo externo, presenta ademásde las

glándulas sebáceasadyacentes a los folículos pilosos, unas glándulas

sudoríparasmodificadasque se denominanglándulasceruminosas(Batsakisy

col., 1967).

En el conducto auditivo externode la rata Zawisch-Ossenitz(1933)

describió 13 grupos de glándulas sebáceas,mientras que Zymbal (1933)

observósolamentetres. En la actualidadse aceptaque existen 3 grupos de

glándulassebáceas(Pliss, 1987). En el primer y el segundogrupo se incluyen

glándulas sebáceaslocalizadasen la pared anterior y posterior del canal

acústicoqueestanen el tejido conjuntivo que subyacedel epitelio escamosode

revestimiento.Las glándulassebáceasde la paredanterior son másnumerosas,

grandesy lobuladasque las de la paredposterior,que suelen ser pequeñasy

solitarias. El tercer grupo está representadopor una única glándula sebácea

grandequees normalmenteel origen de los tumoresobjetode nuestroestudio.

Esta glándula localizada anteriormentey por debajo del oído medio, es

triangular, de color amarillo rosáceoy de unos 3 a 5 mm de diámetroy unos

7-8 mg de peso. Haceprominenciadentro del canal acústicoexterno, estando

situadaentreél y la mandíbulainferior (Pliss, 1987).
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Schardeiny col. (1966) denominaronal primer y segundogrupos de

glándulascomo “glándulas sebáceasdel canal anterior y posterior”, mientras

que a la glándulaprincipal se le dió el nombrede “glánduladel canal auditi-

vo”. Estaúltima glándulafue descritacomo un grupo de cuatro lóbulos cada

uno de ellos con un conducto excretor menor (conducto intralobular) que

confluyenen un conductoprincipal secretor.

La importanciade dicha glándula radicaen que es origen de tumores

espontáneose inducidos en distintas experienciascon carcinógenosquímicos

(DMBA, TACP, 2-AAF...), experienciasque iicialmenteson parael estudio

de tumoresmamariosen ratas o para evaluar el podercarcinógenode estos

productosquímicos.En dichos trabajosse observóla aparición de neoplasias

auriculares casi por casualidad, ya que solamente aparecenen aquellas

experienciasque duran bastantesmeses(Skoryna y col., 1951; Schardeiny

col., 1966; Pliss, 1978;Kato y col., 1989).

Paranombrara estostumoresse hanempleadolos siguientestérminos:

tumoresdel canal acústicoglandular (Schardeiny col., 1966), del conducto

acústicoexterno(Bielchowsky, 1944), del conductoauditivo (Hirose y col.,

1988) y tumoresdel lado de la cabeza,o simplemente,tumores de cabeza

(Skoryna,1951). Ladenominaciónmásactualy la elegidapor nosotroses la de

tumoresde la glándulade Zymbal (Kato y col., 1989; Mohr y col., 1990),

queabreviamoscomotumoresde Zymbal o T.G.Z.
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11.1.2.-ETIOPATOGEMA

El procesopor el cual aparecenlos T.G.Z. está aun por señalarde

forma definitiva y su origenha sido oscurohastahacepocosaños.Ya queCox

y col. (1947), utilizando comocarcinógenoel 2-Acetaminofluorano(2-AAF) se

plantearonel origen de estos tumoresque para ellos estabaen unaestructura

accesoriasin determinarmásqueal propiocanalauditivo.

Uno de los factoresque explica la dificultad del análisis histológico de

los T.G.Z. es la intensaqueratinización(Spitz y col., 1950), tanto es así que

estos autoresno se considerancapacesde encontrarel origen de los tumores

debidoprecisamenteal eclipsamientode los elementosdel tumor por las masas

de queratina.

Skoryna(1951) realizóun experimentoconratasmachoy hembra,a las

queadministréel 2-AAF, apareciendoT.G.Z. en 43 hembrasy 29 machosque

fueron diagnosticados como carcinomas de glándulas sebáceas. Estos

investigadoresopinan que los tumores surgen indudablementede la admi-

nistracióndel carcinógenoporqueno encontrarontumoresespontáneosen esta

localización. Sin embargo,señalaquela administracióndel carcinógenono es

suficiente para producir tumoresen una glándula sebáceanormal, sino que

como prerequisitodebe existir alguna )esión degenerativaprevia que ocurre

independientementea la administracióndel carcinógeno.Como alteraciones

previas se señalanla dilatación quisticaglandular resultantede un éstasisen la

secrecióny la otitis media. Esta última afirmaciónla desmientenLaws y col.,

(1955) indicandoquesolamenteintervieneel carcinógenoy que ni los cambios

quisticos ni la otitis media son necesariospara el posterior desarrollo
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neoplásico.

Sin embargo, Tannembaum(1962) y Snell (1965) observaron la

presenciade T.G.Z. espontáneos.En el primer caso, 3 ratasdel total (105) de

800 días de edad presentaroncarcinoma de glándulas sebáceas.En la

experienciade Snell, las ratasque tuvieron carcinomasde célulasescamosas,

contabanaproximadamente21 mesesde edad. La edad pareceser un factor

determinanteen la aparición de T.G.Z. espontáneos.Así Schardeiny col.

(1966) solamenteempezarona observaradenomasquisticosdel canal auditivo

en los gruposde ratas control a partir de los 420 díasde edad. Estos autores

creenquela inflamación no estarelacionadacon los tumores.Sugierenquelas

dilataciones quisticasglandularesque aparecencon la edad contribuyen a la

formación del tumor y a su desarrollo;dichos cambiosse acentuaríancon la

administración del carcinógeno, en este caso TACP [Tris (p-aminofenil)

carboniopamoato].

En otras especies,como el perro y el gato, también se sabe que los

tumoresde glándulassebáceasde la piel afectana animalesde edadavanzada

(Múller y col., 1989).

Gruensteiny col. (1966) realizaronotra experienciacon ratasa las que

administraran3-metilelorantreno(3-MC) vía intragástrica.De 81 ratasmacho,

obtuvieron 4 tumoresde glándulassebáceas,tres de ellos en la glándula de

Zymbal y de 122 hembras,solamenteuna de ellas desarrollóun carcinomade

glándulassebáceasen la glándulade Zymbal. De estos resultadosdedujeron

que los T.G.Z. se inducenen las ratascuandoel carcinógenoes introducido

por via gastrointestinal.
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Medianteestudiosrealizadossobre lipogénesissebáceaen piel humana,

(Coopery col., 1976; Coterilí y col., 1972), se sabeque existe una relación

entrela edady la lipogénesissebácea.

Convieneseñalarun exhaustivoestudiorealizadopor Bode y col. (1985)

en el que se estudia la incidencia de tumores espontáneosen ratas en un

períodode 10 años. Paraestosautoresel incrementoen la incidenciade tumo-

res espontáneoses correlativo al incrementogradualen el pesocorporal y al

consumo de comida. En este estudio las ratas macho desarrollaronmenos

tumoresquelas hembras.Sin embargo,fueronlos machoslos que desarrolla-

ron mástumoresde piel y apéndicesepidérmicos.

En los últimos años, la participaciónde distintos carcinógenosquímicos

en el desarrollode los T.G.Z. se ha visto confirmada. Hilpert y col. (1985)

afirman quelas glándulassebáceas,especialmentela glándulade Zymbal de las

ratas, es un órgano diana para un potente carcinógeno como el Trans-4-

acetilaminoestilbeno.Ese mismo año, Likhachev y col. descubrentambién

tumores de glándula de Zymbal en ratas tratadas con 1,2 dimetilhidracina

(DMH) y betaglucuronidasa,llegandoa la conclusiónde quelos tumoresson

debidosa los efectoscarcinógenosdel DMH ejercidosmediantela formación

de conjugadosestablesde sus metabolitosy su liberaciónenzimáticaen tejidos

diana. También en 1985, Maltoni y col., estudiandoexperimentalmentela

carcinogenicidaddel benceno,demostraronque tanto por ingestión como por

inhalación, es un potentecarcinógeno,produciendogran variedadde tumores

en ratasentrelos queseencuentranlos T.G.Z.

Así mismo, en la décadade los 80 se confirmé la apariciónespontánea
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de los T.G.Z. tras los trabajosde Gopinathy col. (1986) en un estudiode tu-

mores espontáneosde cerebro en ratasSprague-Dawleya lo largo de 5 años.

En este trabajoobservarontambiénla apariciónde tumoresespontáneosen la

glándulade Zymbal.

Rice y col. (1986) aplicaron localmente 7,12 dimetilbenzantraceno

(DMBA) en los oídosde ratonesatimicosprovocandola apariciónde adenomas

sebáceoscutáneostanto en el lugar de aplicacióncomoen otras localizaciones.

En otro experimento realizado también con ratas Sprague-I3awley

(Hirosey col., 1988) en el quese administréa los animalesDMBA y antioxi-

dantes como tratamiento antitumoral, se concluyó que el conducto auditivo

externoes un órgano diana del DMBA; sin embargoel tratamientocon los

antioxidantes no demostró ninguna modulación en la carcinogénesisdel

conductoauditivo.

Diversosestudioshanconfirmadola relaciónentrela secreciónsebácea

y el estatus hormonal. Entre ellos, Múller y col. (1989) señalanque en

carnívorosla testosteronacausahipertrofla de las glándulassebáceasy los

estrógenosy el cortisol causaninvolución de las mismas. En cuanto a la

actividad secretorade sebo, ésta estaríaaumentadapor pequeñasdosis de

andrógenosy disminuidapor grandesdosisde estrógenos.

Kato y col. (1989) administrando 2-amino-3,4-dimetilimidazol(4,5-

Oquinolinaa ratasdemostraronqueestecompuestoesmutagénicorealmente,y

que induce tumoresen varios órganosentre ellos en la glándulade Zymbal.

Los primerostumoresaparecierona los 139 díasy fueron observadosen 19 de
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20 ratasmachoy en 17 de 20 hembras.

El primer estudio realizado en cultivos celulares de la glándula de

Zymbal sedebe a Reddyy col. (1989) queevaluaronel efectodel bencenoy

sus derivados(DMBA, AAF). Se observóquelos cultivos de las glándulasde

Zymbal expuestos a estos productos presentabancambios en el DNA

sugiriendoque algo semejantepodría sucederen el procesoin vivo. El efecto

del bencenosobre la glándula de Zymbal fue confirmado por Huff y col.

(1989) queindicaronun aumentoen la incidenciade los tumoresde la glándula

de Zymbal, tanto en macho como en hembras. Más pormenorizadofue el

estudiode Low y col. (1989), sobre el efectodel benceno,(marcadocon C’4)

administradooralmenteen el quellegarona las siguientesconclusiones:

- Que la glándulade Zymbal no es un sitio de acumulacióndel benceno

o de sus metabolitos.

- Que en la glándulade Zymbal la eliminación de los metabolitosdel

bencenoseproduceen dos fases.

Este mismoaño,Shirai y col. (1989) contradiciendotodaslas opiniones

quehastaentoncessehabíanido formulando,afirmanque la edadno influye en

la apariciónde tumoresde la glándulade Zymbal.

La controversiasobrela influenciade procesosinflamatoriosprevios se

alimentacon la publicaciónen 1989 de un estudiosobre carcinomasde células

escamosasdel canalauditivo externoen humanos(Kinney, 1989) en el que se

afirma quela apariciónde estetumor puedeversefavorecidaen un oído en el

quepreviamentehayahabidounainflamacióncrónica.
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En 1990 se siguenrealizandoexperimentoscon distintos carcinógenos

químicosen los que seproducentumoresen la glándulade Zymbal, comoen el

trabajode Rogersy col. (1990) en el que, ademásde inducir los tumorescon

procarbacina,demuestranque estostumoresno seven afectadospor unadieta

deficiente en lipotropos: colina y metionina (la deficiencia de estos es un

potentepotenciadorde la carcinogénesisquímica).

FinalmenteReddy y col. (1990) estemismo año estudianel efecto de

fenol, hidroquinona y benzoquinonaen cultivos de glándulasde Zymbal y

llegan a la conclusiónde que estosproductosproducenmutacionesen el DNA

in vitro.

PERIODO DE LATENCIA

En cuantoal tiempo de aparicióndel primer tumor, varía dependiendo

de si los tumoreshan sido inducidos con carcinógenosquímicos o si por el

contrario han sido tumores espontáneos.Los primeros suelen comenzar a

aparecerentrelos 9 y los 12 mesesdespuésde la administracióndelproductoy

el tiempo transcurridodesdela aparicióndel primer nódulo auricular hastala

muertedel animales de 2 a 3 meses,(Skorynay col., 1951; Schardeiny col.

1966; Pliss, 1978; Kato y col., 1989) aunqueen algunoscasospuedeocurrir la

regresiónespontáneadel tumor (Pliss, 1978).

Por el contrario, en los tumoresde apariciónespontánea,el tiempo de

aparición se alarga considerablemente,así están descritos tumores de la

glándulade Zymbal en ratas entre 420 y 800 días (Tannembauy col. 1962;

Snell, 1965; Schardein1966).
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11.1.3.-ASPECTO MACROSCÓPICO

Skoryna (1951), describe los primeros estadios del tumor como

abultamientossubcutáneos,en los que la piel se mueve libremente sobre los

tumores. Segunva creciendoel tumor, se ulcera la piel y salen al exterior

masassebáceas,necróticas y purulentas. En algunos casos esta secreción

apareceen el conductoauditivo externo,aparentementepor unaperforacióndel

tumor dentrodel canal. En los casosavanzadoses frecuentela putrefacciónde

la descargacon formaciónde abscesossubcutáneos(Pliss 1987).

11.1.4.-CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA

A lo largo de los años los tumoresque aparecíanen la cabezade las

ratas sometidas a estudios con carcinógenosquímicos han sido descritas

histológicamentepocas veces. Así, Cox y col. (1947) señalaronque estos

tumores eran histológicamentecarcinomasde células escamosas,siendo su

posible origen una estructuraadyacenteal conducto auditivo externo, pro-

bablementeunaglándulasebácea.

Por el contrario, ese mismo año, Harris y col. (1947) los consideraron

como tumoresde baja malignidad,al estarrodeadospor una cápsulafibrosa.

La invariable presenciade material necrótico en el centro del tumor la

asociaroncon infeccionessecundarias.

Schardein(1966) en una experienciaen la que admiistró Tris-(p-

aminofenil) carbonio pamoato a un grupo de ratas, clasificó los tumores

auricularesrealizandouna clara distinciónentrelos tumorescon origen en las
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glándulasde la paredanteriory posteriordel conducto(a las quellamó glándu-

las sebáceasdel canal anteriory posterior) y de los tumoresque tienenorigen

en la glándula principal descritapor Zymbal en 1933, a los que denominó

tumoresde la glánduladel canal auditivo. A las neoplasiasencontradasen el

primer grupo de glándulas las clasificó en: adenomasquisticos, nódulos

adenomatosospequeñosy sólidosy tumoresgrandesadenomatosos.Segúneste

autor los tumores acabaránhaciendoprominenciadentro del canal y tendrán

metaplasiaescamosacon queratinización.Los tumoresde la glánduladel canal

auditivo (T.G.Z.) fueron diagnósticadoshistológicamentecomo adenomas

quisticos y tumoresepitelialespapilares,señalandoque, al igual que los del

grupo anterior, al crecerpresentanmetaplasiaescamosay forman perlas de

queratina.

ParaPliss (1987) los tumores iniciales estancompuestosde pequeños

nódulosadenomatososlocalizadosentrelas porcionesquisticasde los lóbulos,

aunquereconoceeste autor que estos estados iniciales del crecimiento del

tumor, no han sido todavía examinadosadecuadamente.Además recoge las

descripcioneshechashastael momentode varios autoresy realizandopara la

O.M.S. la siguienteclasificaciónhistológicade los T.G.Z.

* ADENOMAS:

* Con diferenciaciónescamosa

* Con diferenciaciónsebáceaescamosa

* CARCINOMAS:

* Adenomamaligno

* Carcinomasebáceo
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* Carcinomade célulasescamosascon queratinización

* Carcinomade célulasescamosassin queratinización

* Carcinomade célulassebáceasescamosas

ADENOMAS: Los adenomasde las glándulassebáceasguardanun es-

trechoparecidoestructuralcon las glándulassebáceasnormales.Se encuentran

principalmente tipos celulares basalese intermedios. Existe una formación

intensiva de sebo, con degeneraciónde muchas células, cuyos núcleos,sin

embargo,puedenser conservadosy apareceren las masassebáceas.La apa-

riencia de estostumoreses comoun quistepapilar o epiteliomaadenoquistico.

ADENOMAS MALIGNOS: En los adenomasmalignos, según la

clasificaciónde Pliss apareceuna ordenaciónirregular de las células en el

acii; estas células son de diferente tamaño, atípicas y con el núcleo

hipercrómico,por la presenciade numerosasfiguras mitóticas y la ausenciade

un bordenítido de demarcacióndel tumor.

CARCINOMA SEBÁCEO: Los carcinomas sebáceos, aparecen

frecuentementeulceradosy al corte tienenun aspectobrillante característico.

Estancompuestosde aciis grandes,de ordenaciónirregulary normalmentesin

conductos.La porcióncentralpuedeaparecercon cambiosquisticosy repletos

de material sebáceo,células degeneradasy leucocitos. La mayoría de las

células son algo pleomórficasy estanfrecuentementeen mitosis. Ademásde

estos tumores con patrón acinar, también se han observado carcinomas

sebáceoscon ordenacióndifusa. El estromaesfrecuentementemuy activo con

unaintensaproliferación de fibroblastos,a vecesatípicos.Estetumor presenta

normalmenteun crecimientoinfiltrativo en tejidosadyacentes.



Revisión Bibliográfica 17

CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS: Los carcinomas de

células escamosaspuedenser con o sin queratinizacióny son más frecuentes

que los carcinomassebáceos.Estos tumores parecenderivar del epitelio del

conductode la glándulade Zymbal o del epiteliodel canal acústicoexterno.

CARCINOMA DE CÉLULAS SEBÁCEAS ESCAMOSAS: En

ocasionesse producela metaplasiaescamosadel epitelio sebáceocon cambios

de malignidad.Simultáneamente,tanto el epitelio de los conductosy los acinis

puedenllegar a ser neoplásicos,precediendoal desarrollodel carcinomade

célulassebáceasescamosas.

Seguneste autor (Pliss, 1987) las metástasisson raras, pero pueden

apareceren los pulmonesy en los ganglios linfáticos submaxilares

Posteriormente,Hirose y col. (1988) estudiandolos tumoresde mama

inducidoscon DMBA en ratasSprague-Dawleyrealizaronunaclasificaciónde

los tumoresde la glándulade Zymbal de una formabastanteesquemática.Así.

clasificaronlos tumoresen benignos(adenomassebáceosy papilomassebáceos)

y en malignos(carcinomasebáceo).

En 1990, varios investigadoresacordaronsistematizarla nomenclatura

de lesionespre-neoplásicasy neoplásicasde las ratas.Mohr et al (1990)en el

apartadoreferentea la glándulade Zymbal, la clasificación propuestafue la

siguiente:
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* hiperpíasiasebácea

* adenomasebáceo

* carcinomasebáceo

* adenomasebáceoescamoso

* carcinomasebáceoescamoso

* hiperpíasiade célulasescamosas

* carcinomade célulasescamosas(con o sin queratinización)

Unos años más tarde, Mohr (1993), en solitario, realiza una

Clasificación Internacionalde Tumores de Roedorespara la O.M.S.; en el

apartadode los tumoresde la glándulade Zymbal de las ratas,la clasificación

quedareducidaa:

* hiperpíasiaescamosa

* hiperpíasiasebácea

* adenomasebáceo

* carcinomade célulasescamosas,queratiizadoo no queratinizado

* carcinomasebáceo

En esteúltimo tumor, estáseñaladala presenciade zonascon diferenciaciónde

célulasescamosas.
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11.2.-T CNICAS ESPECIALES:

11.2.1.-CITOQUERATINAS

11.2.2.- LECTINAS

11.2.1.-CITOOUERATINAS (CK

)

Una gran proporción del citoplasmacelular, normal o transformado,

está representado por componentes del citoesqueleto: microfilamentos,

microtúbulos y filamentos intermedios (F.I.). El estudio del citoesqueletoy

concretamentemediantetécnicasinmunohistoquimicasen las célulasneoplásicas

esde sumaimportanciay de gran actualidad,ya que la existenciade un deter-

minado filamento intermedio caracteriza un tipo celular, permitiendo su

correcta identificación (Franke y col., 1978; Osborn y col., 1983). Los

filamentosintermediosdebensu nombre a que fueron observadosdespuésde

los microtúbulos(20-25 nm) y de los microfilamentos(5-6 nm) y su grosor se

sitúaentre los dos grupos anteriores,estos filamentosintermediosmiden entre

7 y 11 nm de diámetro y se incluyen los siguientes grupos (Franke y col.,

1979):

1.- neurofilamentos

2.- filamentosgliales

3.- vimentina(presenteencélulasdeorigen mesenquimatoso)

4.- citoqueratina(filamento epitelial)

5.- desmina(filamento del tejido muscular)

El valor diagnósticode anticuerpos“anti” filamentosintermediosha sido

establecidotanto para tumores humanos(Osborn y col., 1983) como para
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tumores experimentales(Bannachy col., 1980) y pretendeaclarar la histo-

génesisde ciertas células neoplásicas,así como las variacionesque puedan

sufrir los citoesqueletosde las célulastumorales.

En 1978, Frankey col., observaronuna inmunofluorescenciapositiva

anti prequeratinaen célulasepitelialesdeepitelio no queratiizado.Propusieron

el término “citoqueratinas” para designar a esos filamentos entre 6-11 nm

presentesen las célulasepiteliales,idearonestevocablo con el fin de destacar

que esasqueratinasformabanparte de células vivas y diferenciarlasasí del

conceptode célula queratiizada.El término “prequeratina” hace referénciaa

los tonofilamentosaisladosde las célulasepidérmicascorificadas (Rabanal,

1991).

Esemismo año, Frankey col. (1978) no solo observaronfluorescencia

positiva con anticuerposanti-prequeratinaengranvariedaddecélulasepiteliales

en cultivo y en cortesen congelación,sinoquelo pudieronapreciartambiénen

células neoplásicasepiteliales. Estos mismos autores pensaronque cada

filamento intermedioera específicode un determinadotipo celular. Perotanto

Frankey col. (1979) como Gard y col. (1979) observaronque en un mismo

tipo celularpodíanaparecercitoqueratinay vimentina.

A comienzos de los 80, se iniciaron los estudiosde los filamentos

intermedios con métodos inmunohistoquimicosen tumores experimentales.

analizándosedistintos tumores hepáticosinducidos en ratas macho Sprague-

Dawley con nitrosaminas(Bannaschy col., 1980). Observaronque las células

tumoralesmanteníanlos mismosfilamentosintermediosquela célula de la cual

derivaban,clarificandolos criterios parala identificación de los tumorespoco
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diferenciadosy susmetástasis.

Tambiénen 1980, se determinóque a diferenciade los FI. vimentina,

desminao filamentosgliales, que consistennormalmenteen un solo tipo de

subunidadde proteína, los filamentos de citoqueratina, son una compleja

familia de diferentes polipéptidos. Variando su peso molecularde 40.000 a

68.000,y su pH de 5 a 8 (Doran y col., Winter y col., FuchsandGreen).

En este sentido se sitúa el trabajo de Franke y col. (1981) en el que

afirmanqueunamismaespecieexhibediferentespolipéptidosde citoqueratinas,

observandoque las citoqueratinasde los hepatocitosde rata y ratón eran

bastantediferentes,aunquepróximas,de las queratinasepidérmicas.

Ya en 1981 seintentandetenninarcon inmunofluorescencialos tipos de

citoqueratinasde la glándula mamaria humanay de rata, así como de los

tumoresmamarioshumanose inducidoscon DMBA en ratas Sprague-Dawley

(Krepler y col., 1981). Estos autoresutilizaron suerosobtenidosen cobaya,

anti-queratinaepidérmicabovinay anti-citoqueratinapolipéptidoD (procedente

de hepatocitode ratón) y observaronmenorintensidady porcentajede células

positivascon la citoqueratinapolipéptidoD en todas las pruebasrealizadas.Al

emplear el suero anti-queratinaepidérmicade bóvido en glándula mamaria

humana, carcinomas intraductaleshumanos, glándula mamaria de rata en

lactacióny en reposo,obtuvieronuna tinción intensaen las célulasepiteliales

ductalesy en las célulasmioepiteliales.Debidoa estavariaciónde la intensidad

de la fluorescenciaal aplicar los dos sueros, indicaron que las célulasde un

carcinoma determinadopuedenpresentardistinta composiciónen su citoes-

queleto,mostrandodistintos subtiposde citoqueratinas,pero consideraronque
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las células carcinomatosassiempreson positivasa algunacitoqueratina.Estas

variacionesenel citoesqueletode lascélulastumoralesse atribuyensegúnestos

autores,a un grado de diferenciacióndistinto o a un origen variadode las

células. Los adenocarcinomasmamarios inducidoscon DMBA revelaronuna

tinción específicade las células carcinomatosasy mioepiteliales con los

anticuerposanti-queratinaepidérmicabovinaanti-citoqueratinaD hepática.

Solamenteun año después,Molí y col. (1982) realizaron varios y

exhaustivos trabajos, con los que intentaron identificar las diferentes

citoqueratinas.Fruto de ellos es la conocidaclasificaciónde citoqueratinasde

Molí y col. que actualmenteestáplenamenteaceptada.Dicha clasificación se

realizasegúnel pesomolecularde los distintos subtiposde citoqueratinas,y su

pH. Los diferentes polipéptidos de las citoqueratinashumanaspueden ser

divididos por electroforesisengel de dobledimensiónen ciertossubgrupos:

* Citoqueratinas1 y 2

:

CK 1: con pesomolecularde 68 kd y pH 7’8.

CK 2: Con pesomolecularde655 kd y pH 78.

Se handescritoen la epidermisqueratinizada.

* Citoqueratina3

:

Con pesomolecular63 kd y pH 7’5.

Se hanencontradoen córneahumanay en córneabovina.

* Citoquerarmna4-6

:

CK 4: con 59 kd de pesomoleculary pH 7 ‘3.

CK 5: con 58 kd de pesomoleculary pH 7¼.
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CK 6: con 56 kd depesomoleculary pH 7’8.

Estos componentesse han observadoen algunos epitelios estratificadosno

queratinizadosdel hombre,comoen la mucosade la lengua,en la tráqueay en

glándulassudoríparasde la piel y glándulamamaria.Los componentes5 y 6,

se hanobservadotambiénen la epidermisy en los folículos pilosos.

* Citoqueratinas7 y 8

:

CK 7: con pesomolecularde 54 kd y pH 6.

CK 8: con pesomolecular52’5 kd y pH 6’l.

Estascitoqueratinassehanencontradoendiversosepitelios simples,epitelio de

transiciónde la vejiga de la orina y en variasglándulasapocnnas.

* Citoqueratinas9-11

:

CK 9: con pesomolecular64 kd y pH 5 ‘4.

CK 10: con pesomolecular56’5 kd y pH 5 ‘3

CK 11: con pesomolecular56 kd y pH 5 ‘3.

Son citoqueratinasácidas,que sevan a encontraren la epidermis.

* Citoqueratina12

:

De pesomolecular55 kd y pH 4’9.

Sólo ha sido observadaen córneahumana.Dos polipéptidos ácidossimilares

estanpresentesen la córneabovina.

* Citoqueratina13

:

Con pesomolecularde 54 kd y pH 51.

Es el principal componentede varios epitelios escamososestratificados.

Probablementese correspondecon una citoqueratinade peso molecular47,
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encontradaen el esófagobovino por Frankey col., en 1981.

* Citoqueratina14-17

:

CK 14: Pesomolecular50 kd y pH 5 ‘3.

CK 15: Pesomolecular50 kd y pH 4’9.

CK 16: Pesomolecular48 kd pH 5’1.

C-17: Pesomolecular46 kd pH 5’1.

Estascitoqueratinasde peso molecular bajo y pH ácido, se encuentranen

diferentescombinaciones,en la epidermis,en los folículos pilososy en muchos

epitelios estratificadosno queratinizados.

* Citoqueratina18

:

Supesomolecularesde 45 kd y pH 5 ‘7.

Esta citoqueratinatiene una distribución muy parecida a la citoqueratina8.

Pareceser que secorrespondecon la “citoqueratinaD” descritaoriginalmente

en algunosepitelios humanosy de roedores(Krepler y col., 1981), y bovinos

(Schillery col., 1982).

* Citoqueratina19

:

Su pesomolecularesde 40 kd y el pH de 5 ‘2.

Se encuentra en la mayoría de los tejidos epiteliales. Aparece como el

componenteprincipal de los epitelios simplesy como citoqueratinaminoritaria

en los diversos epitelios estratificados.Aparece también en carcinomasde

células escamosas(Wu and Rheinwald, 1981). Franke y col. (1981)

describieron una citoqueratina similar en rata, en las células epiteliales

intestinales.
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Otros autores (Sun y col., 1983) agrupan estas citoqueratinas

anteriores(a lasquedenominanpolipéptidosindividuales)en7 clasesdiferentes

de acuerdocon su reactividadinmunólogicay su peso;ademásde tres familias

de CK, usando3 anticuerposmonoclonalesanti-citoqueratinasobtenidosen

ratón,a los quedenominaAEl, AE2 y AE3. El anticuerpoAEl (familia AEI)

reaccionacon las siguientesclases de CK: de 40 kd, 50 kd, y 56 ‘5 kd,

mientras que AE3 reaccionacon las de 46 kd, 52 kd, 58 kd, y 65-67 kd.

Resulta curioso observar que AE2 reacciona con los miembros de peso

molecularmásalto de las dos familiasanteriores,comolos de 56,5 kd y 65-67

kd. Con lo que realmentelas familias de citoqueratinasquedaríanreduéidasa

dos grandesfamilias AEl y AE3. Estos autoresconsideranque las distintas

clasesde CK son marcadoresdediferentestipos de diferenciaciónepitelial, así

las citoqueratinasagrupadasen las clasesde 50 y 58 kd seríanmarcadoresde

todos los epitelios estratificadosescamosos,mientrasquelas clasesde 56,5 y

65-67 kd, son marcadoresde epitelios queratiizados.Estos conceptospueden

tenerimportanciaa la hora de futuros estudiosde diferenciaciónepitelial para

diagnósticosdiferencialesen carcinomas(Suny col., 1983).

En años posteriores, el estudio de las CK se dirigió hacia la

caracterizaciónde diversostumoresepiteliales.Thomasy col. (1984), estudian

las citoqueratinasque seencuentranen distintos tumoresde piel, comparando

los resultadoscon la expresiónde CK en piel humana.Afinan un poco mása la

hora de situarlos distintassubclasesdecitoqueratinas.Por ejemplo, encuentran

CK 18 y CK 17 en la capabasalde la epidermisnormaly CK 12 en las capas

suprabasalesy en algunascélulasbasales,a diferenciade Molí y col. (1982) y

FranJcey col. (1981) que sólo detectaronestaCK en córneahumanay bovina

respectivamente.Así, en los carcinomasde célulasbasalesencuentrantinción
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uniforme para la CK 18 y para la CK 17 con menor intensidady pequeños

focos que se tiñen con la citoqueratinade 55 kd, la CK 12. Los carcinomas

invasivosde célulasescamosassetiñen difusamenteparalas CK de 45, 46 y 55

kd y en algunostumoreslas zonasdisqueratósicasy zonascornificadasexiste

tinción parala de 63 kd. Estepatrón de tinción irregular indica desórdenesen

la queratinizaciónde los queratinocitos.Tal y como indicaron Viac y Reano

(1982) la presenciade grupos de células fuertementeteñidasjunto a células

negativas a la CK de 63 kd sugiere que las poblaciones celulares entre

carcinomasescamosospuede ser heterogéneacon relación a su grado de

maduraciónescamosay de ahí su diferenteexpresiónde CK. Los carcinomas

de células escamosasin sitie, muestran una intensa tinción para las

citoqueratinasde alto pesomolecular(55 y 63 kd). La pérdidade polaridadque

apareceen estetipo de tumoresestáasociadaaparentementecon una marcada

alteraciónen el procesode la queratinización(Thomasy col., 1984).

La progresiónde un tumor en la epidermishumanay en la de ratón

puedeestarasociadaa unareducciónde proteínascitoqueratinasde alto peso

molecular(Klein-Szanton,1983).

Tambiénen esteaño, se demostróen cultivos celularesde carcinomas

mamarios inducidos en ratas con DMIBA, que las células basalesalargadas,

célulasmioepitelialesderivadasde la célula madre,seteñíanmás intensamente

con la citoqueratinaepidérmicade ratón, que las célulasepiteliales(Bartek y

col., 1985). La diferenteexpresiónde CK delas célulasbasalesfue confirmada

por Barteky col. (1985) con anticuerposanti-citoqueratina19 al señalarquesí

se teñía la glándula mamaria humana pero no las células mioepitelialesni

algunasepitelialesluminales.
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La importancia de la técnica inmunohistoquimicaempleadapara la

detecciónde las distintas CK comienzaa ser evaluadapor Battifora y col.

(1986), los cuales realizando trabajos con diferentes tejidos epiteliales,

describenla importanciade la fijación de los tejidos (con etanol y no con

formalina), para el estudiode sus citoqueratinas,sobretodosi se realiza con

anticuerposmonoclonales,así como la convenienciade efectuaruna digestión

previacon proteasas.

Pinkus y col., (1986) establecenla utilidad de las citoqueratinascomo

marcadoresde tumores epiteliales, incluso superiores al EMA (epithelial

membraneantigen).

En cuanto a la inmunotinciónde carcinomassebáceos,Takata y col.

(1989) realizaronun estudio inmunohistoquimicode 22 casos de carcinomas

sebáceosde glándulaparótidahumana,demostrandola presenciade abundante

material lipídico en la mayor partede las células tumorales,al teñir el tumor

con Sudán negro B. Además utilizaron marcadoresepiteliales tales como

citoqueratinasy EMA, encontrandouna marcadainmunoreactividadpara las

CK 6 (56 kd) y CK 9 (64 kd), así comopara el EMA. Las citoqueratinasse

expresaronen el citoplasmade las células tumorales y el EMA sólo en la

membranacitoplásmica.

También en este mismo año, Latham y col. (1989) investigaron la

diferenciaciónde las glándulassebáceasutilizando diferentesmarcadorescomo

el EMA, la involucrina, y las citoqueratinas4, 10, 18, 6 y 14 (clasificaciónde

Molí y col., 1982). En cuanto a las citoqueratinasllegaron a las siguientes

conclusiones:
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CK 18 y 6: reaccionancon todas las células de la glándula sebácea,

epidermisy folículos pilosos.

CK 14: reconocesolo las célulasbasalesde la glándulasebáceahaciendo

distinciónpor lo tanto entrecélulasdiferenciadase indiferenciadas.

CK 10: reconocesebocitosdiferenciadosy suprabasales

CK 4: tiñe basales,suparabasalesy sebocitosmaduros. En este punto

difieren de los trabajosde Van Mujien y col. (1986) queno obtuvierontinción

para estacitoqueratinaen cortesde glándulassebáceasy conMolí y col. (1982)

que limitan esta citoqueratinasólo a epitelios estratificadosno cornificados.

Latham y col. (1989) sugieren que la diferenciaradica en la metodología

empleada pues ellos utilizan cortes de criostato y proteolisis previa,

confirmando la importancia de la técnica empleada para la correcta

interpretaciónde los resultados.

Battifora (1989)basándoseen los trabajosanteriores(MoIl y col., 1982)

divide a la familia de las citoqueratinasen dos subfamilias(A y B), segúnsu

peso molecular, su inmunoreactividad con anticuerpos monoclonalesde

especificidadrestringiday su punto isoeléctrico.La subfamiliaA estáformada

por queratinasde pesomolecular56’5, 55, 54, 50, 48, 46, 45, y 40 kd. Los

miembrosde estafamilia tienenun punto isoeléctricorelativamenteácido. La

subfamiliaB estácompuestade citoqueratinasde 65-67, 64, 59, 58, 56, 54 y

52 kd y teniendoun punto isoeléctricorelativamentebásico. Exceptopor la

citoqueratinade 40 kd (Molí 19), los miembrosde la subfamiliaA tienensu

correspondientemiembro en la subfamilia B. Cadapar tienen una categoría

similar por su pesomolecularentresus respectivassubfamiliasy en general

tienenformas parecidasde expresión.Estacorrespondenciaya fue señaladapor

Sun y col. (1983). Hay quehacernotarqueen cadapar,el miembrode la sub-
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familia B esmayor quela de A en 8 kd. Así, por ejemplo, el par formadopor

las citoqueratinasmáspequeñasde cadagrupo, con 45 kd y 52 kd se encuentra

normalmenteen escasacantidadenepitelios simplessolamente,pero pareceser

abundanteen algunasneoplasiasepiteliales(Battifora, 1989).

Comoya seha señalado,escrucial la técnicaempleada,pero aúnlo es

másel anticuerpoanticitoqueratinaempleado.SegúnseñalaBattifora (1989),en

los estudiosinmunohistoquimicosde neoplasiasde estirpeepitelial espreferible

usaranticuerposmonoclonales,ya seansolos o, lo que es más habitualen los

diagnósticos de rutina, las mezclas o “cocktails” de anticuerpos

anticitoqueratinas.Los anticuerposmonoclonalessuperanen especificidady

sensibilidad a los antisuerospoliclonales, más usados hasta entonces.Los

anticuerposanticitoqueratinaspuedenser divididos por tanto, en dos grupos,

uno que agrupa los de amplio espectro,que reconocenepítoposcompartidos

por muchos miembros de la familia de citoqueratinas,y otro que incluye

anticuerposquereconocenun epítoporestringidoa unospocosmiembroso una

sola CK. Así, por ejemplo, los anticuerposmás utilizadosen el diagnóstico

habitualson, por una parte, las CK 18 y 19, que son sueroscon especificidad

restringidaa unas pocascitoqueratinasde bajo pesomoleculary que actúan

como detectoresde diferenciaciónepitelial, ya que estas CK de bajo peso

molecularse expresanen muchasneoplasiasepiteliales(Battifora, 1989). Por

otra parte, como ejemplo de anti CK de amplio espectrotenemoslos AEl y

AE3, citadosya por Sun y col. (1983).

En 1991, Bartek y col., facilitan en gran medida la investigación

inmunohistoquimicade las CK al fabricar 14 nuevosanticuerposmonoclonales

para CK. Este panel incluye anticuerpos monoclonales de reactividad
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panepitelial, anticuerposmonoclonalescontra epítopos compartidos por dos

CK, y anticuerpos monoclonales que reaccionan o son aparentemente

específicosde CK individuales.Además,estos anticuerpospuedenser usados

en tejidos incluidos en parafina; una cte las desventajasde los anticuerpos

disponibleshastaahoraera la pérdidade sensibilidadhacialos epítoposdiana

en los tejidos fijados y posteriormenteincluidosen parafina.

Usandoestosmismosanticuerpos,Staskovay col. (1991), revelan que

existe una reactividad cruzadaentre especiespara anticuerposmonoclonales

individuales.Asi, para la queratina8 humanapuedenexistir hasta12 ¿pítopos

distintos en diferentesespeciesanimales.Por lo tanto la expresiónde las CK

puedevariar en las distintasespeciesanimales(Russoy col., 1990).

Tampoco, Tsubura y col. (1991) encontraroncitoqueratina 8 en el

aparatopilosebáceode piel humana,aunquetuvieronuna ligera positividad en

las células periféricas de las glándulas sebáceaspara la CK 14. Es muy

interesante el trabajo de Zouboulis y col. (1981) sobre las CK como

marcadoresde diferenciaciónsebocíticain vitro. Paralas CK 4 y 7 solamente

observarontinción en sebocitosin vitro pero no en cortesen tejido. También

comprobaronuna marcadaexpresiónde CK 19 en sebocitosen comparación

con los queratinocitos,y una ausenciatotal de CK 1 y 2 que son encontradas

típicamenteencultivo de queratinocitos.

Doran y col. (1991) realizaron un trabajo semejanteal anterior,

demostrandoin vitro la naturalezaepitelial de los sebocitoshumanosaunque

son negativosparalos anticuerpospropiosde queratinocitos.
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Por otra parte Markey y col. (1991) estudiando tumores de origen

epitelial en humanos, señalaronque la expresiónde citoqueratinastípicasde

epitelios simples por parte de los queratinocitos tumorales podría estar

relacionadacon la invasión tumoral.

Shabanay col. (1992) realizaroncultivos de célulasepitelialeshumanas

para observar la expresión de citoqueratinasen los diferentes estadiosde

estratificación.Así, en los estadiosinicialesde fonnaciónde colonias,todaslas

célulasexpresanel mismo tipo de citoqueratinas,la de célulasbasales(14), las

CK marcadorasde epitelios simples (8, 18 y 19) y la CK (16). Cuandohay

estratificación,aparecenlas CK 4 y 13 que son marcadoresde diferenciación

de epiteliosestratificadosno queratinizados.

En 1992, Tchornobayy col. realizaronun estudio sobre un carcinoma

humanosebáceoextraocular,sin diferenciaciónescamosa,ni diferenciaciónde

células basales(tumor extremadamenteraro y agresivo) y se encontraron

citoqueratinastípicasde capassuprabasales.

La detecciónen los tumorescutáneosde CK correspondientesa otras

localizacionesen tejidos normaleshacontinuadoen los años90. Larchery col.

(1992) observaronque la CK 8 típica de epitelios simples se expresabaen

carcinomasde piel del ratón y no en los papilomas.Además,esta queratina

presentabauna correlaciónentre su positividad y el grado.de malignidad del

carcinoma.

Kartasovay col. (1992)observaronquelas CK 1 y 10 son comunmente
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expresadasen lascapasdiferenciadasde tumoresbenignosepitelialeshumanos,

pero se pierdenen la transformaciónmaligna de la carcinogénesisde la piel.

Sugierenque las células tumoralesbenignasexpresanqueratinassuprabasales

por lo que las células son diferenciadasy su proliferaciónesmenor.

Moil y col. (1992)describieronunanuevacitoqueratina,la citoqueratina

20, expresadapor el epitelio intestinal, gástrico, urotelial y por las células de

Merkel. Se ha comprobadoque es un marcadorimportantepara diferenciar

diferentestipos de carcinomas.

En cuanto a la reactividad interespecies, un trabajo reciente ha

confirmadosu conservación.Chaloin-Dufauy col. (1993) en un estudiosobre

citoqueratinas3 y 12 de vertebradosdemostraronque la queratinaacídicaCK

12, está altamenteconservadaa lo largo de todas las especies,menosen la

trucha,mientrasquela CK básica13, muestravariacionesentreespeciesy sólo

ha sido identificadaen mamíferos.

Por otra parte, Wollina y col. (1992) realizando un estudio

inmunohistoquimico comparativo entre piel porcina y piel humana no

encontraronmngunaexpresiónde citoqueratinasen las glándulassebáceasde

las dos especies.Estosautores,por otro lado, afirmanque las investigaciones

inmunohistoquimicasen el cerdo son difíciles porque los anticuerpos

monoclonalesespecíficos de estos tejidos no son todavía comerciales, y

además,una posibleexplicacióna la falta de tinción de las glándulassebáceas

con CK, puedeser el bajo nivel de expresiónque tengan(Groves y Tucker,

1989). Así pues, Wollina y col. (1991) en un estudio sobre piel porcina,

alternaronsucesivamenteanticuerposmono-y policlonales.
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En 1993, Stoler y col., estudiaronla transformaciónen cultivo de un

carcinoma escamosode piel de ratón en un carcinoma fibroblastoide. Al

estudiarlasCK señalanquealgunosde estostumoresexpresanCK perode una

maneramuy pobrementeorganizada,mientrasqueotros pierdencompletamente

la expresiónde queratinas.Pareceexistir por tanto una relación entre la

pérdidadeexpresiónde CK y la malignidadtumoral.

Traweek, y col. (1993) realizan un exhaustivo e interesantetrabajo,

debidoaque seha demostradoqueexiste inmunoreactividada las queratinasen

tumores de músculo liso, y origen no epitelial (Brown, D.C. y col., 1987;

Miettinen, M. 1988; ChaseDR. y col., 1984; Farhood,A., 1991). Mediante

la técnicade PCR(Polymerasechain reaction)sehaestudiadolos tresgenesde

queratinas más primitivas (8, 18, 19) en tejidos mesenquimatososy

hematopoyéticos,para comprobarla especificidadde la asociaciónentre estos

filamentosintermediosy las célulasde origenepitelial. Estos autoresllegana la

conclusiónde queefectivamentela expresióndel genfilamentocitoqueratinano

estárestringido a célulasde origen epitelial y se han encontradoen distintos

tejidos, como fibroblastos normales, células mononuclearesen sangre

periférica, nóduloslinfáticos.
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11.2.2.-LECTINAS

DEFINICION

Las lectinas son proteínas de ongen no inmune obtenidas

fundamentalmentede plantasquetienenla propiedadde unirseespecificamente

a carbohidratos(Calderóy col., 1990). Su primeradescripción, fué realizada

por Stillmark (1888) al observarque los extractosde las semillas de ricino

(Rícinuscomunis)provocabanunaaglutinaciónde los eritrocitoshumanosy de

algunosanimalesde experimentación.Posteriormentese han ido descubriendo

nuevosextractosproteicosde otras semillasquetambiéntienencapacidadpara

aglutinar eritrocitospor lo que se propusola denominaciónde hemaglutininas

vegetalesparaestassustancias(Sharony col., 1972). Su númeroinicial se ha

incrementadocon los años al descubrirsemás compuestoscon propiedades

similaresenplantasinferiores,bacterias,hongose inclusoanimalesvertebrados

e invertebrados(Sharon, y col., 1972), observándoseademás,que no solo

aglutinaneritrocitos,sino queaglutinantambiéncélulasneoplásicas(Aub y col.

1963 y 1965) y estimulanla divisiónde los linfocitos (Nowell, 1960). Por ello,

hansidonombradastambiéncomoaglutininasnaturales,comoheteroaglutininas

o anticuerposnaturales(Kocourek, 1986).

El término actual “lectina” (del Latin legere: elegir o escoger) lo

introdujeronBoyd y Shapleigh(1954) comoun nombregenéricoparadesignar

unas sustanciasque presentabanla capacidadde unirse selectivamentea

moléculas de carbohidratos,de manera similar a como lo hacen los an-

ticuerpos,pero sin la estimulaciónantigénica.

En los últimos veinte años el interés por las lectinas ha aumentado
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considerablementey se han descubiertosustanciasde origen muy diverso

(enzimas,hormonas,proteínastransportadoras...),que a pesarde sus simili-

tudescon las lectinas,no debenserconsideradascomotales, ya que aunquese

unen selectivamentea los azúcares,no aglutinanni precipitanconjugadosy a

menudoproducenalteracionesmetabólicasal azúcar al cual se unen. Para

aclararla situación, Goldsteiny col. (1980) definieron las lectinas como “un

grupo de proteínas o glicoproteinasde origen no inmune que tienen la

capacidadde aglutinar células y/o precipitar conjugados”, indicando las

siguientescaracterísticas:

- que las lectinas tienen por lo menos dos lugares de unión a los

carbohidratos específicos de las células que aglutinan yio a los

polisacáridos,glicoproteinaso glicolípidos queprecipitan

- que la especificidadde la lectina se establece,habitualmente,en

funciónde los monosacáridosu oligosacáridosqueinhibenlas reacciones

de aglutinación,precipitacióno agregacióninducidaspor la lectina

Calderó y col. (1990) añadieron otro punto más a esta definición

señalandoquelas lectinasno desarrollanningunaactividad metabólicasobre el

azúcaral cual seunen.

ESPECifICIDAD

La mayoríade las lectinasreaccionancon azucaresno reducidossituados

en la posiciónterminal de los glicoconjugados,pero puedenexistir lectinasque

reaccionencon componentesinternos o ramificados de las cadenasde los

carbohidratos;por ejemplo, ConcanavalinaA (Con A), ademásde unirsea los
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azúcaresalfa-manosay alfa-glucosaterminales,tambienreaccionacon residuos

de alfa-manosasituadosen el interior de la cadena(Gallager, 1984; Goldsteiny

col., 1986).

Aunque la unión carbohidratolectina recuerdea una unión antígeno-

anticuerpo, el tipo de enlace que se establecees lábil, no covalente y

reversible. En ocasiones,se requierela presenciade metalespesados,como

Ca 2+ Mn 2+ y Mg 2+, para manteneractivossuslugaresde unión (Goldsteiny

col., 1986).

La especificidad de las lectinas se establece mediante técnicas de

inhibición de la aglutinaciónde célulaso de la precipitaciónde glicoconjugados

(Calderóy col., 1990). Se consideracomocarbohidratomásespecíficode una

lectina, aquel queinhibe las reaccionesde aglutinacióno de precipitacióna una

concentraciónmásbaja.Sin embargolas estructurasglicoconjugadaspresentes

en los tejidos soncomplejasy seencuentranrelacionadascon otrasestructuras

tisularesy celulares,lo que complicalos estudioshistoquimicospueslectinas

con la mismaespecificidadin vitro, muestrandistinta reactividaden los tejidos

(Alroy y col., 1984; Damjanovy col., 1987).

CLASIFICACIÓN

Se hanrealizadonumerososintentosconla finalidad de unificar criterios

para una mejor clasificación de las lectinas. Gallagher (1984) propuso una

clasificación basadaen los carbohidratosque son capacesde inhibir las

reaccionesinducidaspor las lectinas.Estaclasificacióndividía a las diferentes

lectinasen dos grandesgrupos:
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a) lectinasde clase1: quepuedenser inhibidascon bajasconcentraciones

de monosacáridos.

b) lectinas clase II: las que son inhibidas exclusivamente por

oligosacáridos.

Pero la mayoriade los autoresprefierenagruparlas lectinasen función

de su especificidadde unión a los azúcaresterminales en las cadenasde

carbohidratos(Goldstein y col., 1986), así quedaríanclasificadas en cinco

grupos:

1.- Lectinasque seunenaglucosa/manosa:

Con A (ConcanavalinA) Canavolia ens~formis

LCA (Lensculinaris) Lensesculenta

PEA (Peagarden) Pisumsativum

2.- Lectinasque seunena N-acetilgalactosamina/galactosa:

BPA Bauhiniapurpureo

DBA Dolichusbftlorus

GSA-I Grzffoniasimplic%folia-I-A4

GSA-I Gnffon¡a simp1ic~fo1ia-I-B4

tIPA Helix pomaña

LBA (Lima bean) Phaseoluslunatus

MPA Madurapom~fera

PNA (Peanut) Arachishypogaea

RCA-I Ricinuscommunis

SBA (Soybean) Glycine
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Sophorajaponica

Vida villosa

Wioseariafloribunda

3.- Lectinas

LTA

UEA-I

AAA

4.- Lectinasque

DSA

GSA-II

PWM (Pokeweed)

STA

UEA-II

WGA (Wheatgerm)

que seunena L-fucosa:

seunena N-acetilglucosamina

Datura stramonium

Onifonia simplicQ’olia II

Fhytolaccaamericana

Solanumtuberosum

Ulex europeusII

Triticum vulgare

5.- Lectinasque seunenal acido siálico:

LFA

LPA

Limaxflavus

Limuluspolypehmus

Se las nombrapor las inicialesde la plantade origen másla palabraaglutinina,

exceptuandoalgunas,en las que las iniciales son las del nombre común en

inglés (que va en paréntesis).

SJA

VVA

WFA

Lotus terragonolobus

Ulex europaeus1

Alem-la aurantia
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TIISTOOUÍMICA

En cuantoa su aplicaciónen histoquimica,las lectinas se han utilizado

como marcadoreshistoquimicosen el estudiode la diferenciacióncelular y de

la transformaciónneoplásicaen distintos tejidos (Hakomori y col., 1983;

Marumatsu,1988).

A finales de los años 60 y principios de los 70 varios autores

describierona las lectinas como un apoyomása la hora de diferenciarentre

células neoplásicasy no neoplásicasen aquelloscasosen los que no estámuy

clarala diferencia,comoen hiperpíasiasde mama,póliposde intestinoy varias

hiperpíasiasde piel. Estaslectinasaglutinaríanlascélulastumoralespero no las

normales.(Burgery col., 1967; Inbar y col., 1969; Ben-Basset,1970 y Rapin

y col., 1974).

En las células normales,las glicoproteinasreceptorasde lectinasestán

uniformemente distribuidas en la superficie, aunque estos lugares están

normalmenteprotegidoso cubiertos por algún componentede la membrana

plasmáticaquepuedenser modificadospor una ligera tripsinización(Burgery

col., 1970). Porel contrario, los lugaresreceptoresen la membranaplasmática

de las células neoplásicasestanagrupadasy cuandose tratancon lectinas, las

célulasseaglutinan(Sharony col., 1972;Vlodauskyy col., 1975). Segúnotros

investigadores(Sela y col., 1970; Sharony col. 1975) aglutinantodo tipo de

células tumorales, independientementede que el tumor sea espontáneoo

inducidopor agentesquímicos,viraleso por radiacionesionizantes.Tras estos

estudios,Bauery col. (1977) afirmaron que las glicoproteinasde la superficie
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de las células tumoralesdifierende las glicoproteinasde las célulasnormalesy

Brawell y col. (1978) demostraronquela glicoproteinade la célula tumorales

dimérica, mientrasqueen unacélula normales monomérica.

En 1981 Louis y col, utilizando Con A marcadacon isotiocianatode

fluoresceínade tumoresen epidérmicoshumanos,confirmanquelos receptores

de la superficiecelularde las célulastumoralesestananormalmentedistribuidos

engruposen la superficie.En esteestudio,Louis y col. consiguenuna tinción

muy diferenteen distintaslesionesepidérmicasestudiadas:las hiperpíasiasy los

nevi, no se tiñeron con la Con-A, otras lesiones precancerosascomo la

queratosissolar, emitieron una ligera fluorescenciao fueron negativasy los

tumoresmalignos,comoel carcinomade célulasescamosaso el carcinomade

célulasbasales,presentaronunagranpositividaden la superficiecelulary en el

citoplasma.

En 1982, Holthófler y col., continuanaplicando lectinas marcadasen

distintos tejidos en congelación. Destacanque UEA-I es un marcador del

endoteliovascularde la especiehumanadandopositividaden todos los vasos

sanguíneosdermalesy subcutáneos,así como el contornode células epidér-

micasde capasmediasy lasglándulassebáceas,sudoríparasy folículos pilosos,

especialmenteen las célulascorticales.

Las lectinastambiénse hanutilizadoparael estudiode la diferenciación

celular. Nemanicy col. (1983) empleanlectinasmarcadascon rodaminaen la

diferenciaciónepidérmicay observanalteracionesenel patrón de tinción de las

membranasde los queratinocitos.Así, para estosautores,el estratogranuloso

contiene 3 o 4 vecesmás glicolípidos que el estratocórneo y atribuyen este
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cambio en los azúcaresde la superficie celular a la acción de glucosidasas

específicasde la epidermis. También señalanque las capasbasalesse tiñen

principalmentecon Con A, RCA y WGA; el PNA tiñe el estratogranulosoy

UEA-I el estratogranulosoy la partesuperiordel espinoso.En ningún casose

tiñó el estratocórneo.

En cuantoal epitelio glandular,concretamenteen glándulassebáceasy

glándulassudoríparas,(Ookusa, 1983 y Schaumburg,1984), se ha señalado

que la intensidad de tinción con las lectinas se incrementadurante la

maduración celular y que DBA, RCA, y SBA distinguen entre células

superficialesy célulasbasalesde las glándulassudoríparasecnnas.

Por otra parte, el patrón de tinción pareceser el mismo en distintas

especiesanimalespues, segúnElias y col. (1983) en la epidermishumana,de

ratay de ratón, la capabasalsetiñe con CON-A, PSA, RCA, WGA y LCA;

el estrato espinoso con Con-A, PNA, RCA, SBA y WGA y el estrato

granulosoigual queel anteriormásUEA-I.

Muchos autores postulan que los patrones de tinción de lesiones

pretumoraleso neoplasiasbenignascon lectinasson similaresa los descritosen

piel normal, mientrasqueen las neoplasiasmalignasaparecendiferentestipos

de tinción. Así Schaumburg-Levery col. (1986) afirman que en las lesiones

preneoplásicasexisteunapérdidade tinción de PNA.

En 1986, Von Kuster y col. realizaronun trabajo muy interesantecon

Con A y LCA en glándula sebáceanormal y neoplásica, llegando a los

siguientesresultados:en las glándulassebáceas,la reacciónfué positiva en la



Revisión Biblionráfice 42

membranaplasmáticaasí como en las membranasde las vacuolas lipfdicas

intracitoplasmáticas.La tinción de glándulas sebáceashiperplásicasresultó

idéntica a las de glándulassebáceasnormales,sin embargoen los adenomas

sebáceosla tinción quedareducidaa célulasdiferenciadasen el centro de los

lóbulos y en los carcinomassebáceos,setiñen las célulasmásmaduras.

La variación de la histoquimicanormalde las lectinasen los tumoresse

ha demostradotambiénenotros tipos tumoralescomo, por ejemplo, en tumores

de colon dondese han observadocambiosprogresivosde la reactividaden los

adenomascon gradoscrecientesde displasiahastaalcanzar,en los adenomas

con displasia severa, un patrón similar al existente en los carcinomas

(Kellokumpuy col., 1986).

Damjanov (1987) clasifica estos cambios de los glicoconjugadosde

célulasneoplásicasen:

a) pérdidade ciertoscarbohidratosnormales

b) incrementode los carbohidratoshabituales

c) distribución alteradade los carbohidratosnormales

d) apariciónde carbohidratosqueno sehanencontradoen

célulasnormalesadultasde las queprocedeel tumor.

Un año después, Dansey y col. (1988) mostraron diferencias

significativasen los patronesde unión de las lectinasy en la intensidadde la

reactividadentreel epitelio normal, lesionesproliferativasbenignasy el cáncer

de mama. Por ejemplo, la modificación de la reactividadnormal de algunas

lectinas principalmente de la PNA y Con A, se ha relacionadocon la

agresividadhistológicadel tumor, con su capacidadmetastáticay el pronóstico
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de la neoplasia.

También, Sasano(1989) intenta utilizar las lectinas para el estudiode

neoplasiasde la glándulaadrenalcon la finalidad de determinardiferenciasen

la composición de los glicoconjuadoscelulares entre tumores benignos y

malignos.Unicamentela lectinaRCA ha mostradoen ocasionesafinidaden los

carcinomascorticalespero en los adenomas.Por lo que sedesaconsejael uso

de lectinas como marcadordiferenciadorde tumores suprarenalesbenignosy

malignosde la especiehumana(Calderóy col., 1990).

Otros autorescomo Li Px (1990) afirman la valided de las lectinas al

realizar un estudio histoquímico en neoplasias pulmonares humanas,

observandoque la tinción débil con Con A y PSA, en carcinomasde células

pequeñasy la tinción negativaen carcinoidesy melanomamalignos, ayudaa

clasificarsu origen.

Tambiénlas lectinassehanutilizadoparaestudiarla maduracióntisular.

Así en 1988, De Lellis, con respectoa la tinción con lectinasde los tejidos

epiteliales,haceuna especialmencióna la expresiónde los carbohidratosen

epidermis,glándulasecrinasy glándulassebáceas(Schaumburg-Lcvery col.,

1984). Algunos estudioshandemostradoquela intensidadde tinción con PNA

y SRA seincrementadurantela maduracióncelulary queDBA, RCA-I y SRA

distinguenentreentre células superficialesy células basalesde las glándulas

sudoríparasecrinas(Ookusa y col., 1983) lo que confirma una vez másque

existen cambios de tinción durantela diferenciacióncelular desde la capa

germinativahastala capacórnea.
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Así mismo, Atoji y col. (1988), realizan un interesantetrabajo con

lectinas comparandola glándula interdigital de un feto y un animal adulto

(antílope cabrajaponés).Dicha glándulaes sebáceay apocrina.Las glándulas

sebáceasdel animal adulto y del feto se tiñen con PNA, RCA, SBA, WGA y

Con A, aunqueenel feto el gradode Unción con RCA, SBA, WGA y Con A.

es mayor. Observarontambiénque UEA reaccionacon la parteapocrinade la

glándula interdigital, pero no con la glándulaapocrinade la superficiede la

piel con lo quesugierenquela porciónapocrinadeestaglándulatiene diferente

función quela de la piel.

En 1990, Calderó y col, en una revisión sobre lectinas, abrencierta

polémica al afirmar que, aunquelos resultadosobtenidoscon lectinas son

alentadores, la aplicación de estas sustancias para el diagnóstico

anatomopatológicoes todavíalimitada. Señalanquela utilidad másimportante

en este campo es el reconocimientode endotelios mediante UEA-I, lo cual

permite utilizarla como marcadorde células endoteliales,tumores de origen

vasculare invasión vascularmetastática(Gonzalezy col., 1988; Terg y col..

1988). Aunque otros autoresafirman queeste marcadores mássensible,pero

menosespecíficoqueel antígenorelacionadocon el factor VIII (Wick y col.,

1987; Leadery col., 1986).

En su completotrabajode revisiónCalderóy col. (1990)concluyenque,

a pesarde sus limitacionesen el ámbito de la histopatologiadiagnóstica,las

lectinas son útiles para estudiarprocesoscomo la diferenciacióncelular y la

transformaciónneoplásicay auguranque en un futuro próximo las lectinas

podrían ayudar tanto en el diagnóstico de las neoplasias como en el

establecimientodeparámetrospronósticos.
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Taatjesy col. (1990) afirman que las lectinassí puedenser útiles para

diferenciarciertostipos celularesdel pulmóny por tanto, usarseparainvestigar

la dinámicacelular duranteel desarrollopulmonary su remodelación.Existen

lectinas que se unen muy claramente a un determinadotipo celular, por

ejemplo, la LEA, seune especificamenteal epiteliode bronquiolosy alveolos,

mientras que la GS-I se une selectivamenteal endotelio de los capilares

alveolares(Bankstony col., 1991).

En añosposteriores,ha continuadoel empleode lectinasen neoplasiasy

así, Sasanoy col. (1991) señalanque la tinción con lectinas es útil para

distinguir tumores.Porejemplo, en las neoplasiasováricasserosasy mucinosas

de la mujer, la transformaciónmaligna de las neoplasias se asocia a la

alteraciónde glicoconjugadosy especialmentelos tumoresde baja malignidad

tienen una composición diferente de los glicoconjugadoscelulares de los

carcinomasováricos invasivos. Boland y col. (1991) afirman que la lectina

ACA (amaranthin) puede ser usadapara identificar focos de proliferación

anormalen síndromesde cancercolorectalfamiliar en la especiehumana.

En lo referenteal estudiocomparativode lectinasen distintasespecies,

Wollina y col. (1992) realizaron un interesante trabajo en el aparato

pilosebáceodel cerdoy del hombreen el queconsiguierontinción muy intensa

para los sebocitosperiféricos con Con A y WGA en ambos especies.Los

sebocitoscentralesde las dos especiestuvieron tinción de menorintensidadcon

Con A y WGA quelos sebocitosperiféricos.

Por último, se continúan abriendo nuevoscampos de investigacióny

distintas aplicacionespara las lectinas. Así, se han descrito nuevaslectinas
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aisladasde la leucemiabasofílicade la rata (RBL y de los fibroblastosde ratón

3T3) quese unena galactosay al C-terminalde la IgE (Brassarty col., 1992).

Esto podría ser un original y nuevo mecanismopara el estudiode desórdenes

ligadosa la IgE, comolas alergiasalimenticias.



III.- MATERIAL

Y MÉTODOS
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MATERIAL Y MÉTODOS

111.1.-ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Para la realizaciónde nuestroestudio, utilizamos un total de 45 ratas

hembra, de estirpeSprague-Dawley.Al comienzo del experimentotenían4

semanasde vida y un pesoqueoscilabaentre80 y 100 gramos.

Duranteel tiempo queduróel experimento(396 días),sesometierona un

ambienteclimático homogéneo,20+2 0C y a unadieta alimenticiaconpiensos

estándarpararatasy ratones(Sanders5-10).

Tanto la alimentacióncomo el aguade bebidafueron administradascd

libitum. Los animalesfueron alojadosen jaulas individuales transparentesde

policarbonato,provistasderejillas metálicasconseparadorde comiday biberón.

111.2.- INDUCCIÓN TUMORAL

Laadministracióndelcarcinógenoserealizó 15 díasdespuésde la llegada

de los animales,tiempo que consideramossuficientepara la adaptaciónde las

ratasa su nuevoambiente.

El carcinógenodeelecciónfueel 7, 12-dimetilbenzantraceno,DMBA, Cl 8

HlO (CH3)2,de Fluka,Buchs,Suiza. A cadauno de los 40 animalesproblema

de45 díasdeedadse le administrépor sondajeintragástricounadosisde20 mg.

de DMBA disueltosen 1 ml. deaceitedesésamo.Las 5 ratastestigo,recibieron
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solamenteaceitede sésamoen la misma cantidady de igual forma. Estedía en

el quecomenzamosla experienciaconla induccióntumoral lo denominamosdía

1

111.3.-GRUPOSDE ANIMALES

Dividimos los animalesen 3 gruposprincipales:

a) grupo testigo

b) gruposin T.G.Z.

c) grupocon T.G.Z.

Los animalesdel grupo a), testigo, fueron n=5; el grupob) formado por los

animalestratadoscon OMBA que no han tenido tumoresde la glándula de

Zymbatn= 22 y el grupo c) incluye los animalesquesí hantenido tumoresde

Zymbal n=18. Esteúltima grupolos dividimos en4 subgrupossegúnel período

de desarrollode los tumoresde la glándulade Zymbal, teniendoen cuentala

aparición del primer tumor, independientementede la aparición del segundo

tumor, si lo hantenido, hastaqueel animal muereo es sacrificado.

GRUPO1: Animalesen los queel tumor ha sidoun hallazgode necropsia.Es

decir, queni eravisible, ni erapalpableantesde la muertedel animal. En

estegrupoestanlos animales1, 19, 25, 31.

GRUPOII: Animalescon un desarrollotumoralde la glándulade Zymbalde 1

a 2 meses.Fueronlos animales10, 22, 24, 27, 39.

GRUPOIII: Animales con un desarrollotumoralde2 a 3 meses.En estegrupo
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estanlos animales13, 15, 18, 28, 29.

GRUPO IV: Animales con tumores de más de 3 meses. En este grupo

encontramosa los animales17, 32, 34, 35.

111.4.-CONTROLES REALIZADOS

Todoslos animalesfueronsometidosa un controldiario de supervivencia

y de estadogeneral.Seha llevado a caboun control semanalde observacióny

palpaciónpara apreciarla presenciade nódulos tumorales,tanto en la región

mamaria(el DMBA es un inductor tambiénde cáncerde mama), como en la

regiónauricularobjetodenuestroestudio.Los tumoresde la glandulade Zymbal

(T.G.Z.) no se midieron por tenerun crecimiento interno hacia el conducto

auditivo.

Atendiendoal momentode apariciónlos T.G.Z. seclasificaronen

4 grupos,independientementedeaquéanimal correspondan.Ya quepuedehaber

animalesquetenganel tumor de Zymbal del oído izquierdoen un grupo, y el

derechoestéincluido en otro grupodistinto.

GRUPONECROPSIA:Tumoresque fueron hallazgode necropsia.

GRUPO 1 MES: Tumoresque tuvierondedesarrollotumoralhasta1 mes.

GRUPO 2 MESES:Tumoresde hasta2 mesesde desarrollo.

GRUPO 3 MESES:Tumorescon desarrollode hasta3 meses.

Quincenalmente,controlamosla variación de peso tanto de las ratas

problema,comode las testigo,con unabalanzade precisiónelectrónica.
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ma.- SACRIFICIO Y NECROPSIA DE LOS ANIMALES

A lo largo de toda la experienciase han ido sacrificandorataspara la

obtención de T.G.Z. en diferentes períodos. En aquellos animales que

presentaron2 tumores se tuvo en cuentael de aparición más temprana. El

sacrificio sellevó a cabomedianteunasobredosisde anestésicopor inhalación,

para lo que utilizamos éteretílico en cámaracerrada.Se han ido sacrificando

animales con los T.G.Z. con distinto tiempo de desarrollo tumoral, así

sacrificamos2 animalesdel grupo II, 4 del grupo III, 1 del grupo IV y los 5

animalesdel grupo testigo. Murieron espontáneamentecomo consecuenciadel

procesotumoral 33 animales.

Al realizar la necropsiade todos los animales,efectuamosel siguiente

protocolo:

* Obtenciónde los tumores de la glándula de Zymbal, junto con el

pabellón auditivo y el conducto auditivo externo. Estos tumores se

midieronporsusdosdiámetrosmayores.En algunosfue difícil determinar

algunode susdiámetrospor estar invadiendocerebro,por estarunido a

unaneoplasiamamaria,o porsu consistenciapastosa.Hemosconsiderado

los tumoresde Zymbal, desdeel punto de vista geométrico,como un

elipsoidede revoluciónsobre su semiejemayor, criterios comunmente

aplicados en OncologíaExperimental. Hemos hecho, por tanto, una

estimaciónaproximada,del volumentumoralmediantela aplicaciónde la

fórmula siguiente:

V=4/3 ¶ axb2

Los valoresa y b (semiejesmayory menor, respectivamente),los hemos
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calculadoapartir de las medicionesdelos diámetrostumoralesrealizados

enel momentode la necropsia.

* Se recogierontambiéntodos los tumoresde mama.Estos tumores,se

pesaronen unabalanzade precisión ¡CobosC-300’

* Posteriormente continuamos la necropsia ordenada, completa y

sistemática, con observaciónmacroscópicade todos los órganos y

cavidadesdel cadáver,procediendoserápidamentea la toma de muestras

paralos distintostipos deestudio.

111.6.-ESTUDIO IUSTOLÓGICO

111.6.1.-TOMA DE MUESTRAS:

Recogimosmuestrasde todos los tumoresde la glándulade Zymbal y de

los tumores mamarios, así como de todas las metástasistumorales que

aparecierontantoencavidadtorácica,comoencavidadabdominal,o de cualquier

órganoquepresentasealgunaanomalía.

111.6.2.-FIJACIÓN:

Parala fijación de estasmuestras,hemosutilizado tanto formol al 10%,

comounasoluciónde Bouin, quelleva la siguientecomposición:

- 75 ml. de unasoluciónde ac. pícrico a saturación.

- 25 ml. de formalinacomercial

- 1 ml. de ac. acético, añadidoal momentode ser utilizado.
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En estaúltima soluciónse fijaron las muestrastumoralesparael estudio

inmunohistoquimico,paralo cual se mantuvieronde 2 a 4 horas, habiéndose

tallado previamenteen muestrasde 1 cm de espesor.Despuésde esta fijación

realizamossucesivoslavadosen alcoholde 40 grados.

111.6.3.-INCLUSIÓN

El procesadodel tejido para microscopiaóptica se realizó mediantela

inclusióndeésteenparafinasintética“Histosecpastillas” (Merck), conpuntode

fusión 560-580C. El procesadorautomáticode tejidos que se empleó fue un

‘Shandon-ElliotBenchSCE0400”, la formaciónde los bloquesse realizóenuna

consolaTissue-Tek(dispensadordeparafina,consolatérmicay crioconsola.de

Miles Scientific).

111.6.4.-OBTENCIÓNDE CORTES

Los cortesrealizadosenbloquesdeparafinasehicieronconun microtomo

derotacióntipo “Minot Leiz 1516”, conpedalautomático.Seconsiguieroncortes

de 3 y 4 micras. Parael estudio histológico de la glándula de Zymbal se

realizaroncortesseriados.

Se realizarontambiéncortesen congelación,a partir de material fresco

recienobtenidode la necropsia.Estoscortesserealizaronenun criostato“1720

digital Leitz”, y tuvieron un espesorde 6 micras.
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m.6.5.- MÉTODOS DE TINCIÓN

111.6.5.1.-TECNICAS HABITUALES

- Hematoxilina-Eosina

- Tricrómico deMasson

- SudanIII

111.6.5.2.-TECNICAS HISTOOUÍMICAS CON LECTINAS

Paranuestroestudiohistoquimico,las lectinasquehemosutilizado sonlas

siguientes:
* Lectinaque seune a glucosa/manosa:

Con A: De Sigma Flucks,a la dilución 1:50

* Lectinaqueseunen a N-acetilgalactosamina/galactosa:

PNA: ArachisHypogaea.De SigmaFlucks a la dilución de 1:75.

* Lectinaque seunea L-fucosa:

UEA-I: Ulex curopacus1. De Dako, a la dilución 1:500,biotinizadapara

revelarcon fosfatasaalcalina.

* Lectinaque seunea N-acetilglucosamina:

WGA: Triticum vulgare.De SigmaFlucks, a la dilución 1:125.

La técnicade tinción con lectinasha sido la siguiente:

* Deshidratarconalcohol (5’) y acetona(10’)

* Lavados(2><5’) con TBS (Tris buifer salme,pH 7,4).

* Tripsiización (O’05 gr de tripsina, 45 ml de H20 y CíCaO’ 1 %) (30’)
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* LavadosconTBS (2X5’)

* Bloqueode la peroxidasaendógena(11202 1 ‘5%, 30’)

* Lectinade elecciónmarcadacon peroxidasa,estareacciónsedebehaceren

cámarahúmeday a temperaturaambiente(90’)

* Lavadoscon TBS (2 >< 5’)

* Reveladocon Diaminobenzidina(10’), 25 mg/ml de TBS y 1% IrLO-,

* Lavar conTBS (2>6’)

* Contrastarcon hematoxilina

* Deshidratary montar

ParaUEA-I, revelamoscon fosfatasaalcalina.

Se hanrealizadolos pertinentescontrolesnegativos:

a) Mediantela sustituciónde la lectinamarcadaconperoxidasaporun conjugado

deperoxidasainespecífica(conejoanti-IgG poíío conjugadaconperoxidasa).

b) Inhibición del azúcarespecíficomediantela incubaciónde cadalectina a la

dilución adecuadacon una soluciónde su azúcarespecíficoal 4% duranteuna

hora, antesde su aplicaciónen las preparaciones,siguiendodespuéslos tiempos

normalesde la técnica.

111.6.5.3.- TECNICASINMUNOHISTOOUIMICASANTICITOOUERATINAS

Los anticuerposanticitoqueratinashansido los siguientes

(la nomenclaturaes la propuestapor Molí y col., 1982):
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* anti CK PAE (Citoqueratinapoliclonal de Amplio Espectro) de Dako

Corporation. Este antisueroreconocelas citoqueratinas1, 3, 4, 5. 6, 8. La

dilución óptima de uso esde 1:200.

* anti CK MAE (Citoqueratinamonoclonal de amplio espectro) de Sigma

Immuno Chemicals(CK 37) La dilución queutilizamos fue de 1:200

* anti CK APM (Citoqueratinade Alto Peso Molecular) monoclonal. de

Immunonquecontieneunamezclade tresanticuerposmonoclonales:

- 8, de 52.5Kd

- 1, 5, 10, 11: de 68, 58, 56.5 y 56 Kd

- 1: 68 Kd, cuandoestacitoqueratinaestáasociadacon epitelio no

escamoso.

* anti CK 1, monoclonal,con pesomolecularde 68 kD, de Enzodiagnostics,

a la dilución de 1:20. Estacitoqueratinade APM, vieneprediluidaparasu uso.

* anti CK 4 (Citoqueratina4) monoclonal, de Sigma Immuno Chemicals.

Reconocela citoqueratinade 59 lCd. La dilución de trabajofue de 1:300.

* anti CK 8-18 (Citoqueratina8/18) monoclonal.De NovocastraLaboratories

(Landerdiagnostico).La dilución de trabajoutilizadafue de 1:200

* anti CK 10-11 (Citoqueratina 10-11) monoclonal. De Sigma Immuno

Chemicals. La dilución detrabajofue de 1:200.

* antí CK 14 (Citoqueratina14) monoclonal. De Sigma Immuno Chemicals.

Utilizamos la dilución 1:200.

La técnicade tinción fue la siguiente:

* desparafinar

* lavarcon PBS (2x5’)

* bloqueode la peroxidasaendógena(H202 al 1 % en PBS, 30’)

* lavaren PBS (2x59
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* tripsinización(0 ‘05 gr de tripsina,45 ml de H~<i) y CICa 0’l %) (30’)

* sueronormal de conejo(1:30) (309 enmonoclonales

sueronormalde cerdo(1:30) (30’) enpoliclonales

* anticuerpoprimario (citoqueratinacorrespondiente)incubandoen cámara

húmedadurantetoda la noche.

* lavaren PBS (2>6’)

* anticuerpopuente:

- policlonales: cerdoanticonejo(1/100 durante30’).

- monoclonal:

conejoantiratón(1/310 durante30’) paradiaminobencidina(DBA).

“pool” antiratón,cabray conejo (prediluida)parafosfatasaalcalina(PA).

* lavaren PBS (2>6’)

* complefo fosfatasaantifosfatasaAPAAP ó PAP anti-ratón

* lavar (2>6’)

* Reveladocon:

A) Fosfatasaalcalina:

- lOmí Buifer TampónTrizma,pH 8’2;

- 0’l mg de FastRed;

- 0’003 mg de NN dimetilformanxida

- 300 ~¿1de Naftol SA difosfato.

B) Diaminobenzidina(10’), 25 mg/ml deTES y 1 % 11,0,,

* lavaren aguadestilada10’

* hematoxilina3 -

* montasen medioacuosoparala fosfatasaalcalina,ó deshidratary montarcon

DEPEX paralas reveladasconDAB.
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Paralas citoqueratinas1 y de Alto PesoMolecular hemosutilizado el

revelado con fosfatasaalcalina, para el resto, hemosutilizado la peroxidasa

antiperoxidasa,y reveladocon diaminobencidina(DAB).

Hemos realizado los controles negativos pertinentes, sustituyendoel

anticuerpoanticitoqueratinapor PBSy utilizando cortesde tejidosno epiteliales.

Parala observacióndeestastécnicasutilizamosun microscopioOrthoplan

(Leitz), acopladoa un sistemade luz polarizada.

111.6.6..-ICONOGRAFIA

Fotografíasmacroscópicas:serealizaronconunacámaraMinolta, provista

de un macro-objetivode 50 mm, 1:3,5, con películaKodak Ektachrome160.

Fotografíasmicroscópicas:empleamosunapelículaKodakEktachrome64

de Tungstenoy microscopioOlympusAH-3 (Varox AHB53), con sistemade

autofocoy dos cámarasincorporadas.

111.6.7.-METODOSESTADÍSTICOS

Unacaracterísticapeculiardelanálisisdesupervivenciaquevamos

a llevar a cabo, es que no todos los datos son completos,es decir, que no se

observantodasla ratashastaquesemueren,sino que hay algunasmuertesque

se realizan por sacrificio. A estasmuertespor sacrificio (no naturales),las

denominaremosdatosincompletos.A las muertesnaturaleslas denominamos

datoscompletos.

Parael análisisde supervivienciade las ratas,hemosutilizado la prueba

de Kaplan-Meier o del producto límite. La ventajade estemétodo es que la



Material y Métodos —-.59

longitud de los intervalosesvariable, por lo quelos resultadosno dependende

la eleccióndel intervalo.

Parala comparaciónde curvasde supervivenciaentre los animalescon

tumoresde Zymbal y sin ellos, hemosutilizado la pruebade Logrank,mediante

la cual, verificamossi la probabilidadde supervivenciaa lo largo del tiempoes

igual paralos dos grupos.El procedimientose basaen calcular el númerode

muertesacaecidoencadagrupo (frecuenciaobservada:O), asícomoel número

esperado(E). Se comparanambosvaloressegúnla fórmula (O-E)2/E, y la suma

de esteparámetroentrelos dos gruposnos da unamedidade la diferenciaentre

ellos.

Para poder observarsi existen diferencias significativas de volumen

tumoralentre los distintosgruposhemosutilizado el métodode Newman-Keuls

queesunapruebade comparaciónmúltiple de las mediasde los grupos.Consiste

enordenarlas mediasy calcularparacadadiferencia(4), q=(ml-m2)/s, siendo

s=(VR/n),dondeVR esla varianzaresidual (azar),y “n” el tamañode las dos

muestras.A los valoresde “q” observadosselesasignaun rangoen funcióndel

ordenqueocupanlas medias,al clasificarlasde mayora menor, y se contrastan

con un valor “q” teórico, límite atribuible al azarcon un nivel de probabilidad

prefijado (p.CO.OS 6 pCO.Ol) en el programa.

En el resto de los estudiosestadísticoshemos empleadolas pruebas

habituales.
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RESULTADOS

IV.1.- INDUCCIÓN TUMORAL

IV.Ll.- TUMORES MAMARIOS

Despuésdel día 1 de la experiencia,es decir, tras la administracióndel

DMBA, se controló medianteobservacióny palpación, la aparición de los

tumoresde mama. El primer tumor aparecióel día 24 (Tabla 1). Despuésde

estedía el númerode tumoresaumentórápidamente,hastallegar al día 156, en

el queel 97,5% de las ratasestabanafectadas.Quedópor tanto un solo animal

que no tuvo tumoresde mania hastael día 286. Por consiguiente,este día

quedaronafectadoscon tumores de mama los 40 animales que recibieron

DMBA (100%).

El crecimientomásrápido del númerode ratasafectadaspor estostumo-

res, seprodujo a las 8 semanasy mediade la experiencia(60 días). Posterior-

mente,el númerode ratasafectadasfue creciendomáslentamente(Fig. 1).

Al final de la experienciacontabilizamos171 tumoresde mama,habien-

do una mediade 4,27 tumorespor animal (Tabla II). En 18 animales,además

de los tumoresde mamaaparecierontumoresde la glándulade Zymbal.
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IV.1.2.- TUMORES DE LA GLÁNDULA DE ZYMBAL

Los tumores de la glándula de Zymbal (T.G.Z.) fueron identificados

tambiénpor palpación.El primer T.G.Z. seregistréenel segundotercio de la

experiencia,exactamenteel día 156 (Fig. 2). Y el día queestuvieronafectados

el 100% de los animalesde este grupo, fue casi al final de la experiencia,

exactamenteel día 380 (Tabla III).

Al principio, el númerode ratas afectadaspor tumoresde Zymbal, au-

mentanmuy lentamentehastael día 200, a partir del cual, se produceun au-

mento másevidentedel númerode ratasafectadas(Fig. 3).

Al final (día 386) observamosque un 45% del total de los animales

tratadoscon DMBA han tenido al menosun tumor de la glándula de Zymbal

(Fig. 4 y Fig. 10).

En total contabilizamos25 tumoresde la glándulade Zymbal, ya queun

38% (n=7) de los animalesafectadostuvieron tumor en los dos oídos.

Observamosqueen los animalesqueposteriormentepresentarontumores

en la región auricular, los tumoresde mama aparecieronmás tarde, que en

aquellosanimalesqueno los padecieron.
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El númerode animalesen cadagrupo quedócomo sigue (Fig. 10):

a) grupo testigo: 5 animales

b) grupo sin T.G.Z.: 22 animales

c) grupo con T.G.Z.: 18 animales

IV.2.- ESTUDIO BIOLÓGICO

IV.2.1.- ESTADO GENERAL

El estadogeneralde los animalesfue consideradobuenolos dos prime-

ros mesesde la experiencia.A partir de aquí, los tumoresde mamaaumenta-

ron de tamaño y se ulceraron, causandodolor y prurito para los animales.

Estasulceracionesproducíantambiénuna pérdidacontinua de sangrepor lo

queademás,estosanimales,empezaronaestarapáticos,y con menorvitalidad,

síntomasqueseagudizabana medidaqueseacercabael momentode su muer-

te. El aumentode tamañode los tumores produjo tambiéndificultad locomoto-

ra, debidoal granvolumen quealcanzaronalgunasneoplasiasmamarias.Algu-

nos animalesllegarona morir conel tercio posteriorcompletamenteparalizado.

Las ratasquetuvieron tumoresde la glándulade Zymbal presentaronun

mejor estadogeneralque aquellasqueno los padecieron,hastael momentode

la apariciónde estostumoresde oído. En algunosanimales-,incluso, la apari-

ción de los tumoresde mamafue mástardíaque en el resto del grupo, por lo

quesu estadogeneralfue mejor.
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A partir del día en el comienzana aparecerlos tumoresde Zymbal

(156), el estadogeneralde los animalesdel grupo con T.G.Z. se deteriora

bastante.En estostumoresla piel quelos rodeaaparececompletamentetensay

postenormenteseulcera, con el consiguienteprurito, pérdidade sangre...;ade-

más, al aumentarde tamañoy estaren unazonatan comprometida,estostumo-

res afectan senamentela visión.

IV.2.2.- PESODE LOS ANIMALES

El pesode los animalesseobtuvo cadaquincedías, desdeel momento

que llegaron, el día de administracióndel DMBA, hastael momento de su

muerteo sacrificio.

La media del peso de los animales fue aumentandoprogresivamente

hastael día 108 de la experiencia(Fig. 5). A partir de este día, los animales

con DMBA (gruposT.G.Z. y sin T.G.Z.), empiezana mantenerel pesosin

aumentarlo,incluso a vecesperdiéndolo,hastael día 192, a partir del cual

comienzana aumentarde peso, superandoademása los animalestestigo que

hastaahoraestabanpor encimade los animales tratadoscon DMBA (Tabla

IV). En cuantoa la diferenciade pesoentreestosdos últimos grupos,podemos

decirquela mediadel pesode los animalescon tumoresde Zymbal, superóen

general,al delgrupo sin tumoresde oído (Fig. 6). Es más, a partir del último

tercio de la experiencia,estadiferenciasehacemásnotable (TablaIV).

Este período,desdeel día 108 hastael 192, en el que las ratasmantie-
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nen un pesosin cambiosbruscos,coincide con el períodoen el queexiste un

mayor númerode ratasafectadaspor tumoresde mama.

Por otro lado, el pesode los animalescon DMBA en el momentode la

muertefue bastantevariable. Desdeun mínimo de 198 gramos,hastaun máxi-

mo de 770. Un porcentajebastantealto de este peso se correspondiócon el

peso de los tumoresde mama, en general un 32,18 % del peso total de los

animalespertenecíaa los tumoresde mama,no habiendodiferenciassignificati-

vas entreel grupo de los animalescon tumoresde Zymbal, y los no afectados,

debidoa quelos 3 tumoresde oído quesepudieronpesar,tuvieronuna media

de 5 gr. por tumor (TablasV y VI).

IV.2 .3.- SUPERVIVENCIA

IV.2.3.1.- SUPERVIVENCIA GLOBAL

Hemosdividido para el estudiode supervivenciala experienciaen tres

períodos.

Primerperíodo(del día 1-95): en cuantoa la supervivenciade todos los

animalesde la experiencia,podemosobservar(Fig. 7), quehastael día 89 post

administracióndel DMBA, no ocurre ningúnamuerte.En esteprimer intervalo

de tiempo, que transcurredesdeel día 1 de la experienciáhastael 95, solo

murieron2 animales.

Segundoperíodo: en un segundointervalo, ocurrido desdeel día 96



Resultados 66

hastael 191 día, seproducen7 muertes,lo quenos indica un porcentajebas-

tantebajo en comparacióncon el restode la experiencia.Estesegundointerva-

lo coincide, en términos generales,con el período de tiempo en el que los

animalesmantienenun pesoestable.En él, estanafectadascasi la totalidad de

los animalespor tumoresde mama,el 97, 5% de los casos.

Tercerperíodo: un tercer intervalo, similar en días al anterior, ocurre

desdeel día 192, hastael 287. En esteperíodode tiempo observamosla pérdi-

da de 15 animales,por lo que doblamosel númerode animalesmuertosdel

períodoanterior,ocurriendo6 de ellas en las dos primerassemanas.

Cuarto período: el cuarto y último intervalo a estudiarde la gráfica de

supervivenciaglobal abarcadesdeel día 288 hastael final de la experiencia

(día 386), en el ocurren11 muertesnaturalesy 7 sacrificios queno secontabi-

lizaron.

Por otro lado, estudiamoslos díasde supervivenciade animalesquehan

tenidometástasispulmonar(Fig. 9). Comparandoestegrupoconel de animales

que no hantenido metástasispulmonar, medianteuna comparaciónde las me-

dias de los díasvividos, observamosqueno existeunadiferenciasignificativa,

siendola p=O.2lOl6 (Tabla X).

ConsiderandoqueunarataSprague-Dawleytiene unamediade vida de

40 meses,podemoscomprobarque este tiempo se ha reducidoconsiderable-

menteen los animalescon DMBA (con T.G.Z. y sin T.G.Z.) pueshanmuerto,
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comotérmino medioa los 8.5 meses,(el primero a los 4 meses,y el último a

los 13 meses).Por lo tanto, en los animalestratadoscon DMBA. se reduceel

tiempo normalde vida unascinco veces.

1+2.3.2.-SUPERVIVENCIA DE RATAS SIN TUMORES DE ZYMBAL

En cuantoa la supervivenciapor grupos,podemosobservaren el grupo

de animalessin T.G.Z. quela gráfica de supervivenciaesidéntica (Fig 8) para

los dos primerosperíodosde tiempo a la gráfica de supervivenciaglobal (Fig.

7).

En el tercerintervalo en el tiempo (día192 al 287) ocurrenel 54.5% de

las muertesde este grupo. En esteperíodo de tiempo, por tanto muerenla

mayoría de los animalesde estegrupo, son ratas con tumoresde mama en

generalde grantamañoy pesoy ulcerados.

En el último períodode tiempo aestudiar(día288-386)solo quedantres

animalesvivos de estegrupo, quevan muriendoprogresivamente,hastael día

369 en el quemuereel último animal de estegrupo (TablaVII).

IV.2.3.3.- SUPERVIVENCIA DE RATAS CON TUMORES DE ZYMBAL

En cuantoa la gráfica de supervivenciade los animalescontumoresde

Zymbal, en el primer, segundoy casi la mitad del tercerintervalo de tiempo

establecidos,no observamosningunamuerte. El primer animal de estegrupo
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muereel día 243. En este tercerintervalo, ademássolo comprobamosla muer-

te de tresanimales(TablaVIII y Fig. 8).

En el último períodode tiempo estudiado,muerenel 83 % de los anima-

les deestegrupo. Estos animalesmuerende unaforma escalonada,sin grandes

diferenciasen general.Observamosque ningunode los animalescon tumores

de Zymbal, ha vivido másde tres mesesdesdela aparicióndel tumor.

Al compararlas curvasde supervivenciade las ratas

Zymbal y las que no los han padecido,medianteel método

vamosque la diferenciaentre amboses significativa, con una

IX).

con tumoresde

Logrank, obser-

p<O.OOl (Tabla

IV.3 . - RESULTADOS ANATOMOPATOLOGICOS

IV.3. 1.- NECROPSIAS

A todos los gruposde animales(Fig. 10) seles practicóuna necropsia,

ordenada,completay sistemática.

IV.3.l.l.- ANIMALES SIN TUMORES DE ZYMBAL

Las necropsiasrealizadasa este grupo de animales n = 22 (Fig. 10),

pudieron demostrarque, efectivamente,todaslas ratas presentabanmúltiples

tumoresmamariosde tamañovariabley que la mayoríade ellos no seencon-
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trabanadheridosa planosprofundos.

En algunos casosla caquexiatumoral fue muy evidente, llegandoun

animal a tenerun porcentajedel pesotumoral de casi el 85% de pesototal.

A la aperturade la cavidadtorácica,encontramos5 animalescon metás-

tasis pulmonares,que histológicamenteeran metástasisde tumoresmamarios.

Otros8 animalestuvieronpulmonescon focos de neumoníaaguda.

En una rata observamosuna tumoraciónen cavidad torácicaa la altura

del timo y otra en cavidadabdominalque no parecíaestarasociadaa ninguna

estructura; se diagnosticaronhistológicamentecomo linfoma linfocítico en

ambascavidades.El restode los órganospresentabaun aspectonormal.

IV.3.1.2.- ANIMALES CON TUMORES DE ZYMBAL

En la necropsiade los animalescon tumoresde Zymbal, pudimosobser-

var las mismaslesionesdescritasen el grupo anterior, aunqueen este grupo

aparecieron7 animales con metástasispulmonares,por lo que realmenteno

existendiferenciassignificativascon el grupo anterioren cuantoa la aparición

de metástasispulmonares.En total, entre los dos grupos, con T.G.Z. y sin

T.G.Z., un 30% de los animalestuvieronmetástasispulmonarde los tumores

mamarios(Fig. 11). Uno de los animales,presentéunatumoraciónen la cavi-

dad abdominal,no adheridaa ningún órgano,de 2.5 >< 1 cm, tambiénse de-

mostró histológicamentequeeraunametástasisde un tumor mamario.
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En este grupo, ademásde los múltiples tumoresde mama,observamos

masastumoralessituadasen la región auricular. En el cursode la necropsiay

tras un minuciosoexamende la región, descubrimos8 T.G.Z. queno se veían

externamenteen 7 animales(3 de ellos ya teníanun T.G.Z. en la otra región

auricular).En estosanimales,sin embargo,al diseccionarel conductoauditivo,

nos encontramosqueestaglándula,queen condicionesnormalestiene un tama-

ño pequeño0.3 x 0.4 dediámetro,presentabaun ligero aumentoy se aprecia-

ba con bastanteclaridad, de colorblancoamarillento.

El resto de los tumoresde oído, habiansido diagnosticadospor palpa-

ción con anterioridad,por lo que quedóestablecidala distribución de los gru-

pos de trabajo (Fig. 12), a la que hacemosreferenciaen el capítulode material

y métodos.En el grupo de animalesen los queel primer tumor de oído tiene

una duraciónde 1 mes, encontramos5 casos,con desarrollotumoral hasta2

meses,5 casosy con desarrollotumoralhasta3 meses,4 casos.

Dependiendodel tipo histológico sus caracteresmacroscópicosvarían,

así existentumoresbien localizadosy circunscritos,sin llegar por ello a tener

unacápsulaquelos recubray otros infiltran tejidos subyacentes.Incluso en uno

de los animales,un tumor mamario localizado en la primera mama, estaba

invadiendoun tumorde oído o viceversa.El estudiomacroscópicodetalladode

los T.G.Z. figuranen la pag. 17.
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IV.3.2.- TUMORES DE MAMA

IV.3.2.1.- LOCALIZACION Y NÚMERO

Hemosobservado171 tumoresde mama, lo que suponeunamediapor

animal de 4,3 tumores, los cuales estan repartidosuniformementeentre la

cadenamamariaderechay la cadenamamariaizquierda.Parala cadenamama-

ria derechatendríamosunamediade 2.3 tumorespor rata, y para la izquierda

una mediade 2 tumores(TablaXI y Fig. 13).

Comparandolas proporciones,observamosqueun 38% de las ratashan

tenidoal menosun tumor en la cadenamamariaderecha,frente al 34% de las

ratas,que hantenido tumoresen la cadenamamariaizquierda.Por lo tanto no

existendiferenciassignificativasentrelasdistintaslocalizacionesde los tumores

(p<0.05) (TablaXII).

IV.3.2.2.- ESTUDIO MACROSCÓPICO

Las neoplasiasmamarias,teníanunaformageneralmenteovoideay recu-

biertasde piel que en ocasionesse encontrabaulcerada.En general,estos tu-

moresestabanrecubiertospor unacápsulade tejido conjuntivoque los delimi-

taba. En algunos casos,muy pocos (n=3), encontramosque estos tumores

estabanadheridosa planosprofundos.
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Al retirar la piel de estasneoplasias,se observabala superficie tumoral

constituidapor lobulacionesbrillantes, blanquecinasy de diferentes tamaños.

En algunaszonas alternabala presenciade hemorragias.Su consistenciaera

blanda.La superficiede corte presentabaa veceszonasde consistenciamás

blandaqueel restoy de color gris oscuroquesecorresponden,histológicamen-

te, con áreasde necrosis.Otras veces,al cortar, fluía un líquido claro de as-

pecto lechosoo sanguinolentoen cantidadvariable, quedejabanal descubierto

cavidadesquisticasbien visibles.

IV.3.2.3.- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

TUMORESBENIGNOS

Los tumoresbenignosde mama representaronun 14,8% (n=25) del

total de neoplasiasmamarias.Un 5.7% (n=10) fueron fibromas,y un 9.19%

(n=15) fueronfibroadenomaspericanaliculares.

Los fibromasestuvieronformadospor fibras de colágenoenproporción

moderaday fibroblastosde forma alargadao estrellada.El núcleo, oval, apa-

reció ligeramenteteñidopor la hematoxilina,y presentóuna disposicióncen-

tral. No observamosatipias, ni mitosis, ofreciendopor tanto una clara imagen

de benignidad.

Los fibroadenomaspericanaliculares,presentabanlas células epiteliales

dispuestasen aciis sin caracteresde malignidadni mitosis. Alrededorde estos
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túbulos observamosvariascapasde tejido conjuntivoo fibroso.

En estasneoplasiasbenignas,destacala presenciade un procesoinfla-

matorio reactivointegradopor linfocitos y enmayorproporcióncélulascebadas

en distintosestadosdegranulación.

Un 77% de estostumoresmamariosbenignos,los encontramosen ratas

quetuvieron tumoresde la glándulade Zymbal.

TUMORES MALIGNOS

Un 85.2% de las neoplasiasmamariasfueron malignas, predominando

los adenocarcinomasya quesolo encontramosun fibrosarcoma.

Los adenocarcinomas,en su gran mayoríaestabanrecubiertospor una

cápsulaconjuntiva que emitía trabéculashacia el interior, separandola masa

tumoral en numerosaslobulacionesy formandoun estromarico en fibras de

colágenoy fibroblastos.Aparecierontambién,abundantescélulasinflamatorias,

entrelas que destacamos,las célulascebadaso mastocitos.Tambiénencontra-

mos, zonasde hemorragiasy de necrosis,y a veces zonasde calcificación

distrófica.

El parénquimatumoralestabaintegradopor aciis glandularestapizados

por célulasepitelialescúbicaso aplanadas.Los núcleostuvieron una localiza-

ción central,presentandomuchosde ellosunamarcadahipercromatosisparieto-
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nuclear y uno o dos nucleólos. También observamosatipias celulares,como

anisocitosis,anisocariosisy mitosis homotípicasen cantidadvariable.

Encontramoscuatrotipos histológicos:

TIPO A: Poco diferenciado.Se aprecianamplias zonasde aspectosólido

por la escasaformación de luces glandulares. Los caracteres

histológicosindicangran malignidad,célulasde aspectoinmaduro

y elevadonúmerode mitosis. Representaronun 8% del total de

neoplasiasmamarias(n= 14).

TIPO B: Bien diferenciado.Las célulasepitelialesson cúbicasy presentan

un típico patrónacinar. Estascélulasseorganizanen unao varias

capas,presentandoa vecesunapoliestratificaciónde 4 o 5 capas.

El númerode mitosis esvariable, pudiendopresentargran canti-

dad o no encontrarseapenas.Fueron neoplasiasdel tipo B un

55,17% del total (n=96).

TIPO C: Atrófico. Estos tumores están formados por una sola capa de

células glandularescúbicas bajas, o planas. Los acinis se pre-

sentanmuy dilatadosy con secreción.No seencuentranmitosis.

Fuerondel tipo C un 13% del total de las neoplasiasmamarias

(n=22).

TIPO D: Secretor.Encontramosun 5% (n= 12). Las células glandulares
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presentannumerosasvacuolasintracitoplasmáticas,grandeso pe-

queñas.No apreciamossignosde malignidadtumoral

Observamosun 1 % FLBROSARCOMA,queestabaformadopor células

alargadasy por fibras que formabanhacesorientadosen distintasdirecciones.

Existierongran cantidadde mitosis, muchasde ellasatípicas.

Todoslos resultadoshistológicosde los TM quedanreflejadosen la tabla

XIII y la fig. 14.
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IV.3.3.- TUMORES DE LA GLÁNDULA DE ZYMBAL

IV.3.3.l.-. LOCALIZACIÓN Y NÚMERO

Obtuvimosun total de 25 T.G.Z. en 18 animales.En cuantoa la locali-

zaciónde estostumoresde oído, hemosobservadoque no existendiferencias

significativasentrelos localizadosen el oído derecho,y los del oído izquierdo.

Así, un 30% de los animalesdeestegrupo tuvieron unatumoraciónen el oído

derechoy un 33 %, tuvieron localizadoel tumor en el oído izquierdo.Compa-

rando las proporciones,vemos que la diferenciano es significativa p<0.05

(Tabla XIV y Fig. 15).

IV.3.3.2.- ESTUDIO MACROSCÓPICO

Los T.G.Z. detectadospor primeravez en el transcursode la necropsia

(grupo necropsia)presentabanun aspectomuy parecidoal de la glándulanor-

mal, con un ligero aumentode tamaño.La superficie erablanquecinaamari-

llenta y lisa. El tumor estabamuy bien delimitado. Su consistenciaerapastosa

por lo que a la sección se deshacíanen masashomogéneaspastosasblanco

amarillentas.

Estos nódulos de mayor tamañoque la glándula normal, se incluyen

comoT.G.Z. aunquehistológicamentemuchosde ellossediagnosticaronposte-

riormentecomohiperpíasiascon dilatacionesquisticas.
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Los tumoresque en generalno tuvieron más de 1 mes de desarrollo

tumoral (Grupo 1 mes) presentabanlas mismascaracterísticasaunquecon un

evidenteaumentodel tamañode la neoplasia(mediade diámetros:1 x 0,92)

Las neoplasiasquetuvieron 2 y 3 mesesde desarrollotumoral (Grupos2

y 3 meses),engeneralpresentanun aspectodistinto a los gruposanteriores.La

piel que recubríaestos tumores, que hastaahorahabía permanecidointacta,

estabaulceraday con costrasennegrecidas(Fig. 18). La mayoríade las veces,

presentabanun aspectoovoideo, con un tamañoquellegó a sobrepasarlos 2,5

cm de diámetro(Fig. 19). En algunoscasosde tumoresdel Grupo 3 meses,no

se pudieron medir bien debido a que estas neoplasiasno teníanunos bordes

definidos sino que eran unas masas que invadían tejidos adyacentes,como

glándulassalivares,tejido musculare inclusocerebro.Al cortarestostumores,

se deshicieronen masaspastosasde distintas características,variandode un

color grisáceo,achocolatadoo amarillento.

IV.3.3.3.- VOLUMEN TUMORAL

Los volúmenesde los T.G.Z. varíandependiendodel grupo de animales

queseestudie.Así, en el grupode animales,en el queel tumor de oído fue un

hallazgode necropsiatuvimosuna mediade O’74 cc. En el grupo de animales

quetuvieron tumorescon un mesde desarrollotumoralel volumenfue de 4’56

cc, en el de dos meses,7’Sl y en el grupo que tuvo tumoresde oído durante

tres meses,el volumenascendióa 16’57 (TablaXV y Fig. 16).
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Así, comopodemosobservaren la TablaXVI, existendiferenciassigni-

ficativas entre los volúmenestumoralesde los gruposde animalescontumor de

tres meses,con los del grupo “necropsia”, “1 mes” y “2 meses”.También

existendiferenciasentreel grupo “necropsia” y el volumenmediodel grupo “2

meses’, mientras que las comparacionesdel resto de los grupos, como “2

meses~con “1 mes’’ y ‘‘1 mes~~ con “necropsia”, no presentandiferencias

significativas.

IV.3 .3.4.- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

GLÁNDULAS SEBÁCEAS NORMALES

Las glándulassebáceasde la paredanteriory posteriordel canal auditivo

externode las ratastestigoy las que murieronal principio de la experiencia,

consistíanen numerosasglándulassimples situadasjusto debajo del epitelio

escamosodel conductoauditivo, próximasa la glándulaprincipal. Las glándu-

las de la paredanteriorestáncompuestasde glándulassebáceasmásgrandesy

más lobuladas, formando pequeñosagregados,mientrasque las de la pared

posteriorestanintegradaspor pequeñasglándulassolitariasorientadasla mayo-

ría haciala superficie(Fig. 20).

En definitiva, no hemosencontradoalteracionesen las glándulasde la

paredanteriory posteriorde las ratastratadas,ni en las testigos.Solamenteen

uno de los casosen los queya existíaunatumoraciónde la glándulaprincipal

(carcinomade célulasescamosas)hemosencontradouna ligera hiperpíasiade
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las glándulasde la paredanterior.

En cuanto a la glándula principal o glándula de Zymbal de las ratas

testigo, tras el análisis de los cortes seriados,se compruebaque estádividida

en cuatrolóbulos principales.Cadalóbulo estácompuestopor gruposde glán-

dulas sebáceasque van a evacuara conductosexcretoresmenores.Estos con-

ductosmenoresson visibles fácilmente, con un epitelio plano estratificado;se

unenen conductosde mayor tamañolobulares,queestántapizadospor un epi-

telio estratificadoescamoso,Al final seunen en un conductoprincipal quede-

sembocaen la región anteroinferiordel conductoauditivo externo, cercade la

membranatimpánica,entreplacasde cartílago.

Las unidadessecretorassontípicasglándulassebáceas:sobrela membra-

na basal encontramosvarias filas de célulasbasalesbasofihicasaplanadasque

no tienengotaslipídicas. Segúnavanzala maduracióncelularcelular las gotas

de lípidos se van acumulandohastallenarcompletamenteel citoplasmacelular

en las células maduras.Dichas célulasestanlocalizadascentralmentey tienen

un núcleocentral. Puestoqueesuna glándulaholocrina, la secreciónse forma

por la completadesintegraciónde suscélulasy en la porciónde la glándulaque

se abre al conducto, encontramoscélulas desintegradas,masasde lípidos y

restoscelularesquedescargaranen el conductomenor(Fig. 21).

LHPERiPLASIASCON DILATACIONES QUIÍSTICAS

El conducto excretor principal de la glándula de Zymbal no muestra
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cambiossignificativosni con la edad,ni con la administracióndel DMBA.

Conforme aumentael tiempo transcurridodesdela administracióndel

DMBA existeun aumentoprogresivoen la incidenciay gravedadde las dilata-

cionesde los conductoslobularesy menoresqueadquierenunaaparienciaquis-

tica (Fig. 22). Las glándulaspresentanmayor cantidadde célulasdescamadasy

restoscelularespor estaralteradasu descarga.Consecuentementelas glándulas

aumentansu tamaño(Fig. 23).

Ademásde las dilatacionesquisticasaparecenhiperpíasiasglandulares

focales(Fig. 24). Estasáreashiperplásicasse caracterizanpor la presenciade

un mayor númerode glándulasde pequeñotamañoy con célulasinmaduras.La

ordenaciónde las célulases normal.

Estas alteraciones se considerancomo cambios preneoplásicosy se

encontraronen total un 20% de T.G.Z. que presentabaneste tipo de lesiones

pertenecientesal grupo denominado“necropsia” y fueron un hallazgo de ne-

cropsia,puesno habíansido diagnosticadospreviamentepor palpación(Fig. 17

y TablaXVII).

ADENOMAS SEBÁCEOS

Los adenomassebáceosson formacionesde mayortamañoquepresentan

una cápsulamuy fina de tejido conjuntivo. En este grupo, las dilataciones

quisticasson aún másevidentesllegandoa ocuparmásde la mitad del diámetro
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tumoral. Como consecuenciade la dilatación su epitelio disminuyede grosor.

Coexistiendocon las cavidadesquisticas,las glándulasadquierenfocalmenteun

aspectoadenomatosodiferenciándosede las áreashiperplásicaspor su mayor

tamañoy por su irregulardistribucióndentrode los acinis (Fig. 25). En gene-

ral en estos tumores encontramosmás células basalese intermediasy una

intensa formación de sebo con degeneraciónde muchascélulas. El núcleo

puede, sin embargo, preservarsey apareceren las masassebáceas(células

momificadas).Lascélulasde los adenomasson poliédricas.Su citoplasmayana

de basófilo homogéneoen las célulasmásinmaduras,a eosinófilo espumosoo

vacuolado,en las másmaduras.En generalsu aspectoes semejanteal de las

célulassebáceasnormales.Los núcleosson redondoscon nucleálosbiendefini-

dos, a menudocon la aparienciade estaren contactocon la membrananuclear.

La cromatinaestáfinamentegranulada.La picnosisy cariorrexisson evidentes.

Del total de T.G.Z. un 28% fueron adenomas,perteneciendo42% al

grupo “necropsia” y el restoal grupode desarrollotumoralde un mes(Fig. 17

y Tabla XVII).

ADENOCARCINOMAS

En los adenocarcinomasseconservaen gran medida la estructurade la

glándula, aunquelas células de la glándulatienenuna ordenaciónirregular y

presentanatipias. Son de diferente tamaño y con el núcleo hipercrómicoe

irregular. A vecesaparecencélulaspoliédricassemejantesa las de la glándula

normal en el centrodel acii, pero sin su aparienciavacuoladatípica. Existen
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numerosasfiguras mitóticasy célulascon cariolisis y cariorrexis.

Ademásde los elementosdescritos,existengrandescavidadesquisticas,

formadastanto por los conductosdilatadoscomo por la formación de acinis

quisticos(Fig. 26).

Tambiénhemosobservadoun aumentoevidenteen la cantidadde estro-

ma donde aparecenvarios focos inflamatorios. Las células inflamatorias en

algunasáreaseranexclusivamentelinfocitos y enotraszonassólo polimorfonu-

clearesneutréfilos, concretamenteen zonasde desintegracióntisular. En los

tipos histológicos antenormentedescritos no se apreció la existenciade un

estromainflamatorio.

Encontramosun 8% de adenocarcinomas,perteneciendola mitad de

ellos al grupo de desarrollotumoral de 1 mes, y la otra mitad al grupo de

desarrollotumoralde 2 meses(Fig. 17 y TablaXVII).

CARCINOMA DE CÉLULAS SEBÁCEAS ESCAMOSAS

En estetipo tumoral no se observaronapenasformacionesquisticas.Se

caracterizapor la presenciade células sebáceasatípicas,normalmentesin es-

tructuraglandularni conductos,quesufrenfocalmenteunametaplasiaescamosa

concambiosde malignidad.Las célulassonpleomórficasy seobservanmuchas

mitosis (Fig. 27).
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En las zonasde metaplasiaescamosacon caracteresde malignidad, las

células tumoralesse disponende forma semejanteal epitelio de la epidermis.

En las células más diferenciadasaparecengránulos de queratohialina,y en

algunaszonaspodemosapreciartambiénuna marcadaparaqueratosisy forma-

ción de globoscórneos.Entre las formacionesescamosasaparecen,en ocasio-

nes,gruposaisladosde célulassebáceas.También,hemosobservadoqueratini-

zación individual o en pequeñosgrupos,en célulasdisqueratósicasgrandesy

redondeadas,con citoplasmamuy eosinofílico y nucleo hipercromático(Figs.

28 y 29).

El estromaes frecuentementemuy activo con una intensaproliferación

de fibroblastos,a vecesatípicos.Presentaunainflamación crónica difusa con

célulasplasmáticasy linfocitos. En algunasáreasde intensadestruccióntisular

apareceun exudadorico enneutrófilosquellega a formarverdaderosmicroabs-

cesos,con degeneraciónhidrópicaen las célulasepitelialesadyacentes.

Este tumor tiene caracterinvasivo, pues infiltra las masasmusculares

adyacentes,glándulassalivalesy, en uno de los casos,incluso afectó al cere-

bro.

Encontramosun 40% de carcinomassebáceosescamosos,siendopor

tanto, el grupo másnumeroso.Se repartieronde la siguientemanera,un 10%

en el grupo de desarrollotumoral de 1 mes, un 50% en el de 2 meses,y un

40% en el de 3 meses(Fig. 17 y TablaXVII).
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CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS

Existió una solaneoplasiaquesediagnosticócomocarcinomade células

escamosas,en la que no seencontraroncélulassebáceastumorales.Estáínte-

gramenteformadapor célulasepitelialesescamosasatípicascon unaintensay

característicaproducción de queratina. La células neoplásicaspresentanlos

núcleosirregularesy picnóticos (Fig. 30). Este tumor tiene un caractermuy

invasivo, puescreceinfiltrando tejidos próximos como el tejido muscular, las

glándulassalivalesy el tejido nervioso. Encontramosun sólo tumor pertene-

ciente a estegrupo, y se situadentrode los tumoresde desarrollotumoral de 3

meses(Fig. 17 y Tabla XVII).

En el animal que presentóeste tipo de tumor, la glándulade Zymbal

mantienesu localizaciónnormal y una estructura,más o menosconservada,

aunquemuestraseverasdilatacionesquisticas.

Por todo ello, el origen de este tumor pareceser el conductoexcretor

principal. Ademásestetumor seabreal conductoauditivo externoqueaparece

histológicamentenormal.

IV.3.3.5.- TECNICAS HISTOOU?ÍMICAS

Tanto la glándula normal como las hiperpíasiasy neoplasiassebáceas

presentaronuna secreciónpositiva al SudanIII. No presentósecreciónpositiva
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al SudanIII el único casode carcinomade célulasescamosas.

Describimosa continuación la tinción histoquimicacon las diferentes

lectinas:

ConA

La ConcanavalinaA (Con A), esunalectinaqueseuneal azúcarterminal

glucosa/manosa,de las cadenasde carbohidratos.

En lasglándulasnormales,hiperpíasiasy adenomas,las célulaspositivas

a la Con A han sido prácticamentelas mismas: por un lado, el epitelio del

conductoauditivoexternoy las glándulassebáceasde la paredanteriory poste-

rior y por otro, tanto las glándulashiperpiásicascomolos adenomas,no solo las

célulasdiferenciadassino tambiénlas célulasbasales(Fig. 31). Así mismo han

sido positivaslascélulas de los conductosexcretores.

En los adenocarcinomas,las células sebáceasmásdiferenciadasse han

teñido ligeramente,mientrasquelas másinmaduraserannegativas.En los con-

ductossonpositivaslascapasmásmaduras,sobretodo la queratiizadas,siendo

negativaslas basales.La tinción no eshomogéneapuesen las paredesde estos

conductosexistenalgunascélulasqueratinizadasindividualesmáspositivasque

el resto.

En los carcinomassebáceosescamosos,podemosobservarque las células
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sebáceasmadurassonpositivasconla ConA (Fig. 32), siendonegativasaquellas

quepresentanlos caracterestípicos de célulasindiferenciadas.En las áreasde

metaplasiaescamosaocurre lo mismo, solo las capasmásdiferenciadasson

positivas. La tinción es másintensaen las célulassebáceasmadurasqueen las

célulasescamosasmásdiferenciadas(Fig. 33).

En el únicocarcinomaescamosoencontrado,la mayoríade lascélulasson

negativas,puesson completamenteanaplásicas,siendosólo positivas las capas

queratinizadas.

WGA

LalectinaTriticum vulgare(WCA), seuneal azúcarterminal N-acetilglu-

cosamina.

El epitelio delconductoauditivoexternoespositivo tambiénensuscapas

superiores,menosen la capa córnea. El conducto excretor principal tiene

positividaden la capasuperiorpor debajodelestratocórneo,siendonegativaslas

célulasbasales.

Una vez más, el patróndetinción de la glándulanormal,de las hiperpía-

sias y de los adenomassebáceosha sido semejanterespectoa la tinción con

WGA: las célulassebáceassehanteñidoen su membranacelular siendotodas

positivas,aunquecon menorintensidadquecon Con A.
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En cuantoal resto de los tumores, todospresentanen general,las mis-

mascaracteristicas:la porciónglandularde adenocarcinomasy los carcinomas

sebáceosescamosos,solo se tiñen con WGA las célulassebáceasmaduras,con

pocaintensidady siguiendoun patrónde membrana.Cuantomásanaplásicoes

el tumor, las células sebáceasvan perdiendotinción, llegando a desaparecer,

por ejemplo, en aquellostumoresde desarrollotumoralde másde tres meses.

Las células tumoralesescamosasde carcinomassebáceosescamososy en el

carcinomaescamoso,las capasintermediasson positivasparaestalectina(Fig.

34), siendonegativos, las capasbasalesy la capacórnea.Existe tambiéndi-

ferente intensidadde tinción en poblacionescelularesheterogéneas(Fig. 35).

Comoexcepciónlas zonascon paraqueratosis,muestranunafuerte positividad.

PNA

La lectina Arachishipogaea(PNA), se une al azúcarterminal N-acetil-

galactosamina/galactosa.

Las glándulassebáceasnormales,incluyendoel conductoauditivo exter-

no, lashiperpíasiasy adenomasson positivoscon PNA, por lo queestalectina

esun buenmarcadorde célulassebáceasnormales,aunqueen las hiperpíasiasy

adenomasla intensidadde tinción esmenor(Fig. 36).

Así mismo, se tiñen todaslas células sebáceasde adenocarcinomasy

carcinomassebáceosescamosos.En las zonasde célulasescamosas,son positi-

vas las capasbasales,y negativaslas capasintermediay córnea(Fig. 37).
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El carcinomaescamosoqueesel tumor másanaplásicoencontrado,solo

existe tinción en algunascélulas de la capabasal.

UEA-I

El Ulex Europeus(UEA-1), seuneal azúcarterminalL-fucosa.

El UEA-I espositivo enel conductoauditivo externoy engeneralesun

buen marcadorde células sebáceas.Además, tanto las hiperpíasiascomo los

adenomashan sido fuertementepositivosa la tinción con estalectina(Fig. 38).

En los adenocarcinomaspresentanpositividadlas célulassebáceasmadu-

ras y las célulasepitelialesde los conductos(Fig. 39).

En los carcinomassebáceosescamosos,las zonasescamosastumorales

presentanlas capasintermedias fuertementepositivas, siendo negativos los

estratosbasaly córneo.En algunoscasosen los quela metaplasiaescamosafué

poco anaplásica,algunascapasbasalesdieronpositivo conesta lectina. Sólo las

células sebáceastumorales más madurasse tiñen con esta lectina, pero con

menorintensidadconrespectoa las glándulasnormalesy en los tipos anteriores

(Fig. 40).

En el carcinomaescamoso,solo fueron ligeramentepositivas algunas

célulasde las capassuperioresy las célulasparaqueratosicas.
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Todos los resultadoshistoquimicosobtenidoscon Lectinas estanesque-

matizadosen la Tabla XVIII.

IV. 3.3.6.-INMUNOmSTOOUÍMICA

A continuacióndescribimoslos resultadosreferentesa la detecciónde citoque-

ratinas.

CITOQUERATINA POLICLONAL DE AMPLIO ESPECTRO(CK PAE)

Con esteanticuerpopoliclonal de amplio espectroseobservópositividad

en las glándulassebáceasde la paredanterior y posterior, y en la glándula

principal de Zymbal, asícomoen el epitelio del conductoauditivo externo.

En los adenomase hiperpíasias,no havariadola tinción con respectoa

la de la glándulade Zymbal normal.

En adenocarcinomasy carcinomassebáceosescamosostambiénhemos

comprobadola positividada estacitoqueratinaen las célulassebáceas.En las

zonas tumorales escamosastodas las células han sido positivas, incluso las

célulasmásinmaduras.Solo enel carcinomaescamoso,las célulasmásanaplá-

sicashansido negativas(Fig. 41).
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CITOQUERATINA MONOCLONAL AMPLIO ESPECTRO (CK MAE)

Esta CK, ha presentadopostividad sobretodoen las célulasbasalesde

glándulassebáceasnormales,hiperpíasiasy adenomas,asícomo en el epitelio

del conductoauditivo externo(Fig. 42). En los carcinomassebáceosescamo-

sos, las células sebáceashan sido ligeramentepositivas así como todas las

célulascon diferenciaciónescamosa.En el carcinomaescamosotodas las célu-

las hanpresentadoinmunotinción.

CITOQUERATINA DE ALTO PESOMOLECULAR (CK-APM)

También detectamosestaCK en el epitelio del C A E Perotodas las

célulassebáceas,ya seande glándulasnormaleso alteradas,hansido negativas.

En los adenocarcinomas,carcinomassebáceosescamososy carcinomas

escamosos,la CK APM en las zonastumoralesescamosas,ha sido negativaen

las capasbasalesindiferenciadas(Fig. 43); la capaintermediaha sido positiva

y el estratocórneoha sido negativo.Estacitoqueratina,en general,ha presen-

tadounatinción de pocaintensidad(Fig. 44).

CITOQUEBATINA 1 (CK-1)

En las estructurasnormales,sólo aparecióCK 1 en el C.A.E. con una

marcadapositividad(Fig. 45), ya que, tanto las glándulassebáceasde la pared

anteriory posterior,comola glándulade Zymbal normal, hiperplásicao adeno-
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matosano hanpresentadopositividadaestacitoqueratina,aunque,excepcional-

mente, algunacélulasmadurashanmostradounaligera tinción.

Como era de esperar,en los adenocarcinomas,carcinomas sebáceos

escamososy carcinomaescamoso,la CK-l no espositivaenlas célulassebáceas.

En las zonastumoralesescamosas,las capasbasaleshansido negativasy se ha

reveladouna fuertepositividada estacitoqueratinaen la capaintermedia(Fig.

46). En la capasuperficial córneala expresiónde CK 1 se observaronzonas

negativasjunto a otras fuertementeteñidas.

CITOQUERATINA 4 (CK-4)

En el conductoauditivoexterno,hemosobservadounaligera positividad

aestaCK. Pero, sin embargo,esla CK quehapresentadomayorpositividaden

las célulassebáceas,tanto normalescomo hiperplásicaso tumorales(Fig. 47).

Las formacionesescamosastumoralestambiénhan sido positivas en sus capas

más superficiales,presentandouna tinción uniforme. La capacórneaha sido

negativa.En el carcinomaescamosomuy pocascélulashan expresadoestaCK.

CITOQUERATINA 8-18 (CK 8-18)

Esta citoqueratina, típica de epitelios simples y glandularessegún la

bibliografía consultada,ha presentadouna tinción negativa para el conducto

auditivo externo, una débil positividad en las glándulassebáceasnormales,

hiperplásicasy adenomatosas,asícomoen los carcinomassebáceosescamosos

y adenocarcinomas,inclusoen las zonasdediferenciaciónescamosa,en las que
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se han teñido ligeramentelas capasintermediasy superficiales(Fig. 48). La

tinción ha sido uniformey difusa.

CITOQUERATINA 10-11 (CK 10-11)

Todaslas estructurasde las glándulassebáceasnormales,hiperpíasiasy

adenomassehanteñidocon estacitoqueratina,en los adenocarcinomasy carci-

nomasde célulassebáceas,las célulassebáceastumoralespresentaninmunotin-

ción condistintaintensidadentresí (Fig. 49). En el conductoauditivo externoy

en las células de las capasintermediasy superficialesde las zonastumorales

escamosas,tanto de los carcinomassebáceosescamosos,como del carcinoma

escamososon positivas (Fig. 50) y la tinción tambiénha mostrado distinta

intensidad,encontrándonoscélulasfuertementeteñidasjunto a otrasde positivi-

dadmuy débil.

CITOQUERATINA 14 (CK 14)

El conductoauditivoexternopresentaunapositividadmediaaestaCK, así

comolas célulassebáceasde glándulasnormales,hiperpíasiasy adenomasque

estanencontactoconla membranabasalsiendoel restode las célulasnegativas

(Fig. 51). En las adenocarcinomasy en las célulassebáceastumoraleshansido

ligeramentepositivas; asímismo, las capasintermediasy córneasde las zonas

escamosashanpresentadoCK 14. En el carcinomaescamososolohanpresentado

positividadlas capascórneas.
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INCIDENCIA TUMORAL (1. mania)

DIAS RATAS AFECTADAS PORCENTAJE

24 1 2.5%

36 12 30%

48 23 57.5%

60 26 65%

96 30 75%

108 31 77.5%

120 36 90%

132 37 92.5%

156 39 97.5%

286 40 100%

TABLA 1. Porcentaje de ammales afectadas por tumores de niama.

N0 TUMORES DE MAMA PORRATA

MEDIA

ARITMETICA 4.275

LIMITE INFERIOR35435

LIMITE SUPERIOR5.0065

DESVIACION

TíPICA 2.2896

LIMITE INFERIOR1.8815

LIMITE SUPERIOR2,9637

TABLA II. Me&a de tumores nianianos par animal.
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DLAS RATAS AFECTADAS PORCENTAJE

156 1 5.5%

168 3 16.6%

192 3 16.6%

250 7 38.8%

274 9 50%

286 11 61.1%

298 12 66.6%

332 13 72.2%

356 17 94.4%

380 18 100%

TABLA III: Grupode animales afectados por tumores de Zymbal. Incidencia tumoral.
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DEL PESO (GRAMOS)
OLAS

RATAS CON

TUMORES DE

ZYMBAL

RATAS SIN

TUMORESDE

ZYMBAL

CONTROLES

1 197.3 189.2 193.3

36 276.7 264.1 290.2

108 345.0 332.4 348

156 291.9 297.1 295.3

192 331.1 308.1 319.6

214 347.9 338.1 313.2

262 350.1 319.7 310.3

310 413.9 385.2 333.6

344 498.2 484.4 343

380 525 358.2

TABLA IV. Evolución de la media del peso de los animales a lo largo de la experiencia.
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PESOTERMINAL DE LOS ANIMALES SIN TUMORESDE ZYMBAL

PESODE LOS TUMORESDE MAMA

RATA PESO(gr.) PESOTUMORES * PESOTUMORAL

2 218.8 22.2 10.4

3 360.1 47.7 13.24

4 340 59.8 17.5

5 394.7 194 49.1

6 320.3 85.6 26.7

7 770 594.3 77.1

8 364.8 74 20.27

9 397.1 135.9 34.2

11 310.2 158 50.9

12 198.1 20.3 10.2

14 757.3 747.6 85

16 309.2 177 52.2

20 280.9 159 56.5

21 337.1 80 23.7

23 356 57.1 16.03

26 287.6.3 28.5 9.9

30 351.2 10.9 3.10

33 370 60.7 16.4

36 370.3 60.9 16.1

37 320 57.11 17,8

38 388.2 88.5 22.8

40 370.1 61 16.3

TABLA V. Pesoal término de la experienciade los animalessin tumoresde Zymbal.
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PESOTERMINAL DE LOS ANIMALES CON TUMORESDE ZYMBAL

PESODE LOSTUMORESDE MAMA

RATA PESO(gr.) PESOTUMORES % PESOTUMORAL

620 308.9 49.8

10 330.1 73.7 22.3

13 558.2 252.3 45.2

15 581.9 189.2 32.5

17 364.8 104 28.4

18 446.2 8.28 1.9

19 408.7 231.7 51.9

22 550.3 37.4 91

24 497.9 444.2 80.7

25 402.6 344 69.07

27 392 66.2 16.04

28 382.1 30 7.6

29 655.2 118.8 31.09

31 514.02 145.4 22.1

32 390.2 146.6 28. 1

34 275.6 136.8 35.07

35 270.1 120 44.4

39 148.6 148.6 30.02

TABLA VI. Pesoal ténninode la

los tumoresmamarlos.

experienciade los animalescon tumoresde Zymbal, y de
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SUPERVIVENCIA DE RATAS SIN TUMORESDE ZYMBAL

¡HAS SUCESOS PR. SUIPERV. VIVOS

89 1 0.95455 21

91 1 0.90909 20

121 1 0.86634 19

132 1 0.81818 18

144 1 0.77273 17

153 1 0.72727 16

171 1 0.68182 15

192 1 0.63636 14

193 1 0.59091 13

197 3 0.45455 10

208 1 0.40909 9

212 1 0.36364 8

216 1 0.31818 7

221 1 0.27273 6

223 1 0.22727 5

241 1 0.18182 4

268 1 0.13636 3

323 1 0.09090 2

365 1 0.04545 1

369 1 0 0

TOTAL CASOS: 22

TABLA VII. Supervivenciadel gn~o deanimalesqueno tuvierontumoresde Zymbal.
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DIAS SUCESOS INCOMPLETOS PR. SUPERV. VIVOS

243 1 0 0,94444 17

262 1 0 0.88889 16

279 1 0 0.08333 15

294 1 2 0.76923 12

319 1 2 0.69231 9

338 1 1 0.60577 7

342 1 0 0.51923 6

347 1 0 0.43269 5

375 1 1 0.32452 3

380 1 0 0.21635 2

386 1 0 0.10817 1

TOTAL CASOS: 18 INCOMPLETOS: 7 COMPLETOS:11

TABLA VIII. Supervivenciadel grupode animalescon tumoresde Zymbal. Análisis de

supervivenciaKaplan-Meier(datosincompletos:sacrificios).

loo
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GRUPO TAMAÑO OBSERVADOS ESPERADOS (O-E)2 ¡E

CON TUMOR 18 11 23.1168 6.3511

SIN TUMOR 22 22 9.8832 14.8552

40 --- 2L2063

SIGNIFICATIVO (p<0.001)

TABLA IX. Comparación de las curvas de supervivencia de los animales con tumores de

Zymbal, y sin ellos, segt~n el método Logrank.

DíAS DE SUPERVIVENCIA

RATAS CON METASTASIS PULMONAR-SIN METASTASIS PULMONAR

COMPARACIONDE MEDIAS

GRUPO MEDIA DESV. TIPICA TOTAL CASOS1

CON METASTASIS 274.7 66.0405 10

SIN METASTASIS 233.087 92.742 23

NO SIGNIFICATIVO (p=0.21016)

TABLA X. Comparaciónde las mediasde losdíasde supervivenciade animalescon

metástasispulmonary las queno tienenmetástasispulmonar.
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MAMA DERECHA- MAMA IZQUIERDA

COMPARACIONDE MEDIAS
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MAMÁ MEDIA DESV. TIPICA TOTAL CASOS

DERECHA 2.275 1.3772 40

IZQUIERDA 2 1.3587 40

NO SIGNIFICATIVO P: 0.3714

TABLA XI. Comparaciónentrelas mediasde los tumoresmamanosqueafectana la cadena

rnamanaderechay a la izquierda.

TUMORESDE MAMA

MAMA DERECHA-MAMA IZQUIERDA

COMPARACION DE PROPORCIONES

MAMÁ FRECUENCIA TOTAL CASOS PROPORCION

DERECHA 38 40 95%

IZQUIERDA 34 40 85%

NO SIGNIFICATIVO (PC0.05)

TABLA XII. Comparacióndel númerode tumoresde mamaqueaparecenen la cadena

mamanaderechay los quepresentala cadenamamariaizquierda
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TIPOS HISTOLOGICOSDE LOS TUMORESDE MAMA

TIPOS HISTOLOGICOS PORCENTAJE

BENIGNOS

FIBROMAS 6 %

FIBROADENOMAS 9 %

MALIGNOS ADENOCARCINOMA ‘C”

ADENOCARCINOMA “D” Y

FIBROSARCOMA 1

TABLA XIII: Tipos histológicosy porcentqjede los tumoresdeniania.
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TUMORESDE ZYMBAL

OíDO DERECHO-OíDOIZQUIERDO
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OIDO FRECUENCIA TOTAL CASOS PROPORCION

DERECHO 12 40 30%

IZQUIERDO 13 40 33%

NO SIGNIFICATIVO (PC0.05)

TABLA XIV. Comparaciónde losoidosafectadospar tumoresde Zymbal.

VOLUMEN TUMORAL

TUMORESDE ZYMBAL

GRUPO MEDIA DES. TU>. CASOS MINIMO MAXIMO

NECROPSIA 0.73513 0.62018 4 0.3351 1.642

1 MES 4.5624 4.6353 5 1.6839 12.7423

2 MESES 7.5097 6.8681 5 1.3907 16.3537

3 MESES 16.5657 9.7786 4 4.188 27.8807

TABLA XV: Volúmenesde los tumoresde la glándulade Zymbal (cm3), en los distintos

gruposde desarrollotuinoral.
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COMPARACIONMULTIPLE DE LAS MEDIAS DE LOS GRUPOS

RATASCONTUMORESDE ZYMBAL

VARIABLE 1 VARIABLE 2 DIFERENCIA SIGNIFICATIVO

3 MESES NECROPSIA 15.8305 Pcz0.01

3 MESES 1 MES 12.0032 Pc0.01

3 MESES 2 MESES 9.056 P<0.O1

2 MESES NECROPSIA 6.7745 ¡‘<005

2 MESES 1 MES 2.9472 NO

1 MES NECROPSIA 3.8273 NO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS (Vanania=14.4267)

TABLA XVI: Comparaciónde las mediasde los volúmenestumoralesde la glándulade

Zymbal entrelosdistintosgrupas.

TUMORESDE LA GLANDULA DE ZYMBAL

TIPOS HISTOLOGICOS

GRUPOS HIPERPLA. ADENOMA ADENOCAR. C.SEB.ESC. C.ESCA.

NECROPSIA 20% 12% -— -—

IMES -— 16% 4% 4%

2 MESES -— --- 4% 20% —-

3MESES —- -— -— 16% 4%

TABLA XVII: Tiposhistológicosde los tumoresde la glándulade Zymbal.



LECTINAS

TIPO IIISTOLOGICO CON A WGA PNA UEA-I

CONDUCTO

AUDITIVO

EprYEtIO

oL.sEBAC~S

++

++

+

+

++

-1-A-

++

HIPER.PLASIAS ++ + +

ADENOMAS ++ + + ++

ADENO

CARCINOMA INDIFERENCIADAS

C. DIFERENCIADAS + + A- + -4-

CARCINOMA

SEBACEO

ESCAMOSO

C.SEBINMADURA - - - -

C.SEB.MADURA ++ + A- +

CAPABASAJ. - - A-A-A- -

CAPAINTERMEDIA A- A-A-A- + A-A-A-

CAPA CORNEA + - - -

CARCINOMA

ESCAMOSO

CAPA BASAL - A- -

CAJ’ACORNEA A- - - +

TABLA XVIII: Resultados obtenidos en los tumores de la glándula de Zymbal con las técnicas

histoquínúeasde Lectinas. (A- débil, A- A- positivo, + A- A- muy positivo, - negativo)
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DISCUSIÓN

Los tumoresde la glándulade Zymbal son neoplasiasque hanaparecido

de forma no deseadaen múltiples experienciasinducidas con carcinógenos

químicosparaestudiarotro tipo de neoplasias,comopor ejemplo, tumoresde

mama.Han sido, por tanto, tumoresqueno sehan estudiadoen profundidady

que se han citado como resultadosadicionales.Son muy pocos los trabajos

monográficosde los T.G.Z. y ningunode ellos hacereferenciaa la expresión

de lectinasni de citoqueratinasde estasneoplasias.Además,tambiénson muy

escasoslos trabajoscon referenciasconcretasde glándulassebáceasde piel hu-

mana o de otras especiesy ningunode ellos mencionanlas glándulassebáceas

de las ratas.

Este trabajo experimentalse ha dirigido fundamentalmenteal conoci-

miento de la glándulade Zymbal de las ratasy sustumores.

En cuantoal períodode inducción tumoral, éste fué de 24 díaspara los

tumoresde mama, con lo que coincidimoscon diversosautorescomo Huggins

y col. (1961), Drouhaulty col. (1983) (28 días) y con Griswold y col. (1966)

(30 días). Por el contrario, nos alejamos bastantede los días de inducción

tumoralseñaladosporEscrich(1985) (74 días).

Respectoal número de tumoresde mamapor animal, la media fué de

42 quecoincide con lo obtenidopor Peña(1989) y Talwalkery col. (1964),

aunquenuestronúmero de tumoreses ligeramentesuperior. Por el contrario

nos alejamosbastantede los resultadosobtenidospor Drouhaulty col. (1983),

que solodescribieron2’7 tumorespor animal.
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En cuanto a los tumores de la glándula de Zymbal, el primer tumor

aparecióel día 156 de la experiencia,coincidiendocon Pliss (1987) y Kato y

col. (1989) quedetectaronel primer tumor el día 139, aunqueusaronun car-

cinógenodistinto en suexperiencia,y con Peña(1989), en cuya inducción con

DMBA, la apariciónde los tumoresde la región auricular se produjo a partir

del quinto mes. Estos resultadosdifieren completamentede los obtenidosen

experienciasen las que se estudianlos tumoresde la glándulade Zymbal es-

pontáneos,pues el tiempo de aparición del primer tumor se alargaconside-

rablemente;asíestandescritostumoresde apariciónentre400 y 800 días(Tan--

nembauy col., 1962; Snell, 1965; Schardeiny col., 1966). Porotro lado, Pliss

(1978) afirmaquepuedeexistir la regresiónespontáneadel tumor en algunode

los casos,sin embargonosotrosno lo hemosobservadoen ningún animal.

En cuantoal porcentajede animalesafectadospor tumoresde Zymbal,

ésteha sido del 45%. Resultadobastantemás alto que el 32% obtenido por

Hirosey col. (1988) e inferior al obtenidopor Peña(1989), en cuyaexperien-

cia seafectaronel 50% delos animales.Los datosprocedentesde experiencias

realizadascon otros carcinógenosquímicos son muy variables:Bielchowskyy

col. (1944) señalanun 78% de afectacióny Skorynay col. (1951) un 52%,

induciendolos tumorescon 2-acetylaminofluorene(2-AAF).

En cuantoal estadogeneralde los animales, la mayoríade los autores

(Griswold y col., 1966; Peña, 1989) consideranquefue bueno.Esto esdebido

a que sus experienciasen general fueron de pocaduración(Griswold y col.,

1966); sin embargo,en nuestraexperiencia,másdilatada,el estadogeneralde

los animalesempeoracon el tiempo de desarrollotumoral, sobre todo después

de la apariciónde los tumoresde la glándulade Zymbal.
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En cuantoal pesode los animales, fué inferior en los animales testigo

hastael día 190, aunquese mantuvodentro de los límites de la normalidad,

coincidiendocon varios autores(Messadiy col., 1986; Peña, 1987). A partir

de este día, como consecuenciadel incrementoen el peso de las neoplasias

mamarias,el pesoaumentósuperandola mediade los animalestestigo.

En cuanto a la supervivenciade los animales de nuestraexperiencia

hemosde señalarque no se ha producidoningunamuerte en los días poste-

riores a la administracióndel DMBA, difiriendo de los resultadosde Peña

(1989)que señalaalgunasmuertestras la administracióndel carcinógeno,en su

opinión debidasa cierta toxicidad del producto. Sin embargo, tras nuestros

resultadoscoincidimoscon Huggins y col. (1961)en quela inducción tumoral

medianteuna únicadosisde 20 mg. de DMBA via intragástrica,es un método

de aplicaciónfácil, adecuadoy de resultadosefectivosy solo seha comprobado

toxicidadcon dosismásaltas.

Hasta el día 243 de la experienciala posible causade muerte de los

animalesha sido sin lugar a dudasla presenciade múltiples tumoresde mama

o de susmetástasis.Talwalkery col. (1964) añadencomo causade muertedi-

versascomplicacionesrespiratorias.Creemosque, aunqueen algunosanimales

hayan aparecidoalgunosfocos neumónicos,no han sido lesionestan graves

comopara producir la muertede los animales.Por otra parte, coicidimoscon

Escrich (1985) a la hora de señalar la presenciade metástasispulmonares,

mientras que Messadiy col. (1986) y Peña(1989), no señalanningunaalte-

raciónde este tipo.

Drouhault y col. (1983) observaronque los animales portadoresde
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neoplasiasmamariassolo sobrevivieron9,5 meses, tiempo muy inferior al

nuestropuesnuestraexperienciaduró396 días. Tampococoicidimoscon Gris-

wold y col. (1966) que señalanquepara el día 200 despuésde la administra-

ción del carcinógenola mayoríade los animalesya habíanmuerto. En nuestro

casoel día200, solo habíamosobservadola muerte de 12 animalesde los 40

queserecibieronDMBA.

En cuantoa la descripciónmacroscópicade las neoplasiasmamadas,

hemosencontradopocostrabajosqueabordanesteaspecto.Señalan,sin embar-

go, la presenciade ulceracionesy hemorragias.No existe unanimidaden lo

referentea la capacidadde invasióntumorala otros tejidos circundantes,como

músculos,tejido adiposo,o piel, señaladapor diversosautores(Huggins, 1965;

Talwa.lker y col., 1964; Archer y Orlando, 1968), y nosotros mismos. Sin

embargoPeña (1989) y Mobbs (1966), no encontraraninvasión en tejidos

adyacentes.

En el apanadodel estudiohistológicode las neoplasiasmamadas,se ha

descritola existenciade unaescasaproporciónde fibroadenomas,cuyo propor-

ción aumentaa medidaque transcurreel tiempo de ingestióndel carcinógeno

(Huggins y col., 1962; Mobbs, 1966; Griswold y Green, 1970; Griswold y

col., 1966), pero no se mencionala existenciade fibromas, solamentePeña

(1989), señalaqueun 2 ‘70% de estostumores.Nosotrospudimosobservarla

apariciónde un 5 ‘7 % de fibromas.

De acuerdo con numerososautores la gran mayoría de los tumores

mamarios fueron adenocarcinomas(Huggins y col. 1961; Russoy col. 1983;

Melhemy col., 1987). Parasu estudionos pareció lo másoportunoadoptarla
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clasificaciónde Stevensy col. (1965), citadapor Peña(1989), por considerarla

la mejor en cuanto a la descripciónhistológica de los tumoresy por ser la

única que señalael adenocarcinomatipo D, que son tumores de aparición

tardía,causapor la quela gran mayoríade los autoresno handescritoestetipo

de neoplasias.Comohemosseñaladoanteriormente,muchasde las experiencias

hechasen ratas con DMBA, no han tenido la duraciónsuficiente, ni paraque

aparezcael adenocarcinomatipo D, ni paraquesepresentenlos tumoresde la

glándulade Zymbal.

En muy pocasocasionessehandescritolos caracteresmacroscópicosde

los tumoresde la glándulade Zymbal, señalandosequeson neoplasiasrecubier-

taspor unapiel intactaen los primeros estadiosde desarrollotumoral, quese

muevelibrementey para, segúnavanzael tiempo,ulcerarse,apareciendoel tu-

mor adheridoa planosmásprofundos(Skorynay col., 1951; Pliss, 1978).

Coincidimosen la descripciónhistológicade la glándulade Zymbal, con

la primera que se realizó en 1933 por Zymbal, y no con la descritapor Za-

wisch-Ossenitz(1933). Este último, describió la glándula consituida por 13

lóbulos. Nosostroshemoscomprobado,quela glándulade Zymbal estaconsti-

tuida por 4 lóbulos principales, integradospor grupos glandularesde los que

surge un conductomenor, queconfluyeenun conductolobularquedesemboca

enel conductoexcretor.Nuestradescripcióncoincideen partecon la realizada

por Skoryna, (1951); Schardein,(1966) y Pliss (1987). Paraestosautoressolo

existirían conductosmenores,o intralobulares,que confluyen en el conducto

excretorprincipal.

La histologíade las glándulassebáceasde la paredanteriory postenor
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del conductoauditivo externo, se conservócon un aspectonormal exceptoen

un solo caso en el que se encontraronalteracionesquisticasy un carcinoma

escamosoen la glándulade Zymbal. Por el contrario, algunosautores(Schar-

dein y col., 1966) señalanla existenciade formacionesadenomatosasy quisti-

casen lasglándulasde la paredanterioren un 7>5% de los casosde los anima-

les tratadoscon 3-TACP, ocurriendo6 de los casosen animalesque también

teníantumor de la glándulaprincipal de Zymbal.

En cuantoa la clasificaciónhistológicadeestostumores,a lo largo de la

bibliografía consultadanos hemos encontradocon distintas clasificaciones,

muchasdeellasdemasiadocomplicadaso demasiadoteóricas,que luegono son

aplicablesen la realidad. Así, por ejemplo, la clasificaciónquerealizaPlissen

1987, muy parecidaa la de Mohr y col, en 1990, en la que separanpor un

lado los adenomascon diferenciaciónsebáceaescamosa,y por otro los adeno-

mascon diferenciaciónescamosasimplemente;estadiferenciaciónno fue ob-

servadaen nuestro estudio, ya que al teñir con Sudan III, todas las masas

amorfasy acelulareshansido positivas.

Por otro lado, estos mismos autoresseparanlos tumores malignosen

adenomasmalignos, que nosotros hemos preferido denominarcomo adeno-

carcinomas,en carcinomassebáceos,carcinomasde célulassebáceascon o sin

queratiizacióny carcinomade célulassebáceasescamosas.En nuestroestudio,

hemospodido comprobarque todos los carcinomasson carcinomassebáceos

escamosos,en los que existen zonasde metaplasiaescamosacon cambiosde

malignidad,junto a las células sebáceastumorales,predominandoen algunos

tumoresunostipos histológicosmásqueotros.No consideramosestadiferencia

lo suficientementesignificativa como para realizarunadivisión tan exhaustiva
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de estasneoplasiascomo la que realizanestos autores(Mohr y col. 1990, y

Pliss, 1987). Así, nos parecela clasificaciónmásadecuadala de Mohr (1993),

queclasifica los tumoresenadenomasebáceo,carcinomade célulasescamosas,

queratinizadoo no queratinizado,y carcinomasebáceo(en el que se señalala

presenciade zonascon diferenciaciónde célulasescamosa),ademásde señalar

la hiperpíasiasebáceae hiperpíasiaescamosa.Pero ninguno de los autores

antescitados, señalanla presenciade un adenocarcinomacomo tal, solamente

Pliss (1987), habla de un adenomamaligno. En el único caso de carcinoma

escamosoque hemosobservadoen nuestraexperiencia,realmentetodo el tu-

mor es un carcinomaescamoso,no presentacélulas sebáceasy su origen no

parece ser la glándula de Zymbal, sino el epitelio plano estratificadode los

conductosexcretores.

Algunos autorescomoHirosey col. (1988)y Schardeiny col. (1966)al

clasificar los tumores, nombranlos papilomassebáceosy los tumoresepite-

liales papilares,respectivamente.Sin embargo,en nuestroestudiola presencia

de formacionespapilareses un hallazgopuntual y no son estructuraslo sufi-

cientementerepresentativascomo paradefinir un determinadotipo histológico

por su mismapresencia.

A la vista de los resultadosobtenidossí podemosafirmar quelos tumo-

res de la glándulade Zymbal de las ratas sirvende modelo experimentalpara

el estudiode los tumoresde glándulassebáceasde la piel humana.

El análisisminuciosode la evoluciónhistológicade las lesionespretumo-

rales y tumoresde la glándula de Zymbal nos han permitido acercarnosa su

etilogía. Existenvariasteoríasqueintentanexplicarel origen y la evoluciónde
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estostumores.La mayoríade los autoresconsultadoscoincidenen afirmar que

aparecencambiosquisticosen estaglándulaproducidospor la edaddel animal

(Schardeiny col., 1966; Tannembaum,1962), aunqueLaws y col. (1955),

indican, por el contrario, que estoscambios quisticos, no estanrelacionados

con el desarrollodel tumor. Sin embargo,Skorynay col., (1966) opinan que

estaslesionesdegenerativasprevias,ocurrenindependientementede la adminis-

tración del carcinógenoy es el prerrequisito<junto a otras alteracionescomo

otitis) que tiene que haber, para que, una vez administradoel producto, se

produzcanlos tumoresde Zymbal. Schardeiny col. (1966) tambiénafirman

que sonlos cambiosquísticoslos quecontribuyena la formacióndel tumor y a

su desarrollo,y que estoscambiosson acentuadospor el carcinógenoquímico

en cuestión.Por otro lado, Kinney (1989) en un estudio sobre carcinomasde

células escamosasdel canal auditivo externoen un oído humano, afirma que

estetumor puedeocurrir en un oído en el que previamentehaya habido una

inflamación crónica.

Por otra parte, sehan realizadoestudiospara comprobarsi realmentela

glándulade Zymbal es un órganodianadel DMBA. Así Reddy y col. (1989)

realizaroncultivos in vitro de glándulasde Zymbal, cultivos a los que admi-

nistraron DMBA, y pudieron comprobarque estos tejidos metabolizabanel

DMBA, produciendocambiosen su DNA, señalandoque esteprocesopodría

estarrelacionadocon la formaciónde los tumoresin vivo.

Ademásse sabeexistentumoresespontáneosde la glándulade Zymbal,

como lo demuestranlas experienciasde Tannembaumy col. (1962); Snell

(1965) y Schardein(1966). Aunque, como ya hemosindicadoen estasexpe-

riencias,la apariciónde los tumoressealargaconsiderablemente.
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Nuestraopinión, es que realmentesí existencambiosquisticos que se

desarrollancon la edad,ademásconsideramosqueestaslesionesson pretumo-

rales,puesmuchasde ellasvan acompañadasde la formaciónde nóduloshiper-

plásicosy adenomatosos.De acuerdocon nuestroestudio,estaslesionesson las

que primero aparecenen el tiempo. Probablementelos cambiosquisticosson

aceleradospor la administracióndel DMBA y el desarrollodel tumor se ve

favorecido, ya que la primera aparición de cambios quisticos con nódulos

adenomatososespontáneosfué descritaa los 420días(Schardein,1966) y noso-

tros comenzamosa observarlos primeroscambiostumoralesa los 4 mesesde

edad.Un esquemade la sucesiónde acontecimientospodría ser:

* El DMBA acelerala formaciónde dilatacionesquisticascon hi

persecreciónde materialsebáceo.

* Apariciónde nóduloshiperplásicosy/o adenomatosos.

* Malignizacióny aparicióndeadenocarcinomasy carcinomas.

* Diferenciaciónescamosade los carcinomassebáceos.

Por otro lado, hemospodido estableceruna correlaciónentre los tipos

histológicosde las lesionesde la glándulade Zymbal y el tiempo de desarrollo

tumoral. En estesentido,no podemosafirmar que un carcinomasebáceoesca-

moso,haya tenidosu origen en un adenocarcinomay estea su vez sedesarro-

lle a partir de unaadenoma,pero sí pareceexiste realmenteuna correlación

entrelos distintos tipos tumoralesy su desarrolloen el tiempo. Pliss (1987)

sugiereque existe unaevoluciónde un tipo tumorala otro al hablarde la ma-

lignización de los adenomas,aunquetambiénopina que no sepuededescañar

la posibilidad de que los carcinomasse desarrollenindependientemente,sin

pasarpor el estadode adenoma.
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Consideramosoportuno destacar,la ausenciatotal de bibliografia res-

pecto a estudioscon técnicashistoquimicaso inmunohistoquimicasde la glán-

dula de Zymbal y de sustumores.

En lo referentea las lectinas,hemosoptadopor nombrar a las lectinas

en funciónde su especificidadde unión a los azúcaresterminalesen las cadenas

de carbohidratos,siguiendola clasificaciónde Goldsteiny col. (1986), quees

la preferidapor la mayoríade los autores.

Varios investigadores,(Burger y col., 1967; Inbar y col., 1969; Ben-

Basset, 1970 y Rapin y col., 1974), señalarona las lectinas como un apoyo

metodológicoparadiferenciarcélulas no neoplásicasde las tumorales,en deter-

minados casosen los que no estáclara la diferencia, como en el casode hi-

perpíasiasde mama,o hiperpiasiasdepiel. Las lectinasaglutinaríanlas células

tumorales,pero no las normales.Extrapolandosusresultadosa la histoquimica,

hemospodido comprobarque las lectinasutilizadashan presentadola misma

positividad, en las glándulasnormales,e hiperpíasiasy muy pocadiferencia

con respectoa los adenomas.Sí hemosencontradovariación en la tinción con

lectinasen las neoplasiasmalignas,con respectoa la glándulanormal.

En lo referentea las célulassebáceas,tanto normalescomo neoplásicas,

hemosobservado,como lo hicieron Ookusa(1983) y Schaumburg(1984) en

glándulassebáceasy sudoríparashumanasquela intensidadde tinción seincre-

mentadurantela maduracióncelular. Tanto Con A, WGA, PNA, y UEA-I,

distinguen entre células bien diferenciadas,y las células inmaduras.En las

lesionespretumorales,todas las célulassonpositivas, mientrasque en los tu-

mores másmalignos,el númerode célulassebáceaspositivasdesciendeconsi-



Discusión 145

derablemente.Sin embargo, estos resultadosdifieren de los obtenidospor

Wollina y col. (1992) al realizarun estudiocon lectinasen glándulassebáceas

cutáneasporcinas,puesencuentrauna fuertepositividaden los sebocitosperi-

féricos, másinmaduros,con WGA y con Con A, positividad que va disminu-

yendo, segúnmaduranlas célulasbastaqueen los sebocitoscentralesla positi-

vidad sevuelvemásdébil.

Los resultadosquehemosobtenidocon la lectinaCon A, hansido idén-

ticos a los observadospor Von Kuster en 1986, en un estudio sobre epitelio

sebáceohumanonormaly neoplásico.En las glándulassebáceas,la reacciónha

sido positiva en la membranaplamática, y en las membranasde las vacuolas

lipídicas intracitoplasmáticas.La tinción de glándulassebáceashiperplásicasy

los adenomassebáceosno varíarespectoa las de las glándulassebáceasnorma-

les. Finalmente,en los carcinomassebáceosescamosos,seva perdiendotinción

y se tiñen solamentelas célulasmásmaduras.

Atoji y col. (1988) tambiénencontrarontinción en la glándulasebácea

interdigital del antílopecabrajaponés,conPNA, WGA y Con A.

En la mayoríade la bibliografíaconsultada,serefierenal UEA- 1, como

marcadorbastanteespecífico,del endoteliovascular.Nosotroshemoscompro-

bado, que el UEA-I, es ademásun excelentemarcadorde célulassebáceasde

las ratas.Holtofler y col. (1982) tambiénseñalanpositividadparaesta lectina

en las glándulassebáceasde tejidos humanos,positividad que se amplia a las

glándulassudoríparasy folículospilosos. Sin embargo,estaexpresióndeUEA-

1, en glándulassudoríparasy folículos pilososno ha sido observadaen nuestra

investigación.
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La positividadde las célulassebáceascon UEA-I, sigue apareciendoen

todos los tipos tumoralesencontrados,aunqueal ser las células más indiferen-

ciadas,van perdiendointensidadde tinción.

Al estudiarlos tumoresde la glándulade Zymba.l con metaplasiaesca-

mosa, hemos podido comprobar que realmente existen diferencias entre la

tinción con las lectinasen estasformacionesepitelialesy la quetiene un epite-

ho normal semejantesin transformar. Así, observamostinción del epitelio

escamosodel conductoauditivo externopara todas las lectinasy sin embargo

existe una pérdidade tinción en las zonas de metaplasiaescamosay en las

capasbasalesconla Con A, WGA y UEA-I y paracapassuperiores,con PNA.

Danseyy col. (1988) tambiénmostrarondiferenciassignificativasen los patro-

nes de unión de las lectinas y en la intensidadde la reacciónentre un epitelio

normaly un determinadaneoplasiaepitelial, afirmando,que la modificaciónde

la reactividadnormalde algunaslectinas,principalmentede PNA y Con A, se

relacionacon la agresividadhistológicadel tumor, con su capacidadmetastática

y conel pronósticode la neoplasia.Evidentemente,nosotroshemosencontrado

la mayor modificación de tinción en el carcinomaescamoso,el tumor más

atípico e invasivo de todos, en el que aparecieronmuy pocascélulaspositivas

paracualquier lectina. No podemoshablarde su capacidadmetastáticaya que

no aparecióningunametástasisde estostumores.

Por último, nos gustaríaañadir, comodatocurioso, quela capaquerati-

nizadade las neoplasiasmalignasde la glándulade Zymbal ha sido negativaen

generalparatodaslas lectinasy ligeramentepositivaparala Con A. Sin embar-

go, en los tumoresquehanpresentadoáreasdeparaqueratosis,sí hemosobser-

vado tinción tanto para WGA como para UEA-I, en estaszonas.Hecho que
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puedeestarrelacionadocon una alteraciónen el cambio en los azúcaresde la

superficiecelulardurantela cornificaciónanormal,descritopor Nemanicy col.

(1983). Estos autorescomprobarontambiénqueel estratogranulosodel epitelio

de la piel del hombre contiene tres o cuatro veces más glucolípidos que el

córneo. De aquí, la gran intensidaden la tinción de la capa intermedia,que

nosotroshemosobtenidoparaWGA y UEA-I.

En lo referenteal apañadode expresiónde citoqueratinas,lo primero

que destacaes la diferenciaentrelos anticuerpospoliclonalesy monoclonales

específicosde CK humanasusadasen tejidosde otrasespeciesanimales,como

en nuestrocaso, las ratas.Al usarel “Cocktail” de citoqueratinaspoliclonales

(de K bovinas), hemosobservadopositividadparatodaslas células de origen

epitelial, normalesy tumorales, tanto células sebáceas,como epitelialesesca-

mosasde los carcinomasescamosos.No ocurrelo mismo con los anticuerpos

monoclonales,con los que hemosencontradotUiciones másdébilesen general

y unaligera positividadparalas célulasde origen sebáceo.Esto coincide con lo

señaladopor Russoy col. (1990) que han descritoya la diferenciaexistente

entre el uso de anticuerposmonoclonalesantiqueratinashumanasen tejidos

humanosy tejidosde rata. Los epítoposparalas célulasde idénticalocalización

en las dos especies,puedenno serlos mismos.

Así, Wollina y col. (1981) en un estudioinmunohistoquimicosobre piel

porcina,utilizaron anticuerposmono-y policlonalesy afirmaron quelas inves-

tigacionesinmunohistoquimicasen el cerdoson difíciles de realizarporquelos

anticuerposmonoclonalesno son específicosparaCK porcinas,lo quetambién

nos ocurre en rata. Así, nosotroshemosobtenidounabuenaexpresiónde CK

PAE en todaslascélulassebáceas,tanto deglándulasnormales,hiperplásicaso
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tumorales.Así, las CK 1 y la CK APM no presentaroninmunotinciónen la

glándulade Zymbal normalo neoplásica,coincidiendocon autorescomo Zou-

boulis y col. (1981) los cualescultivando sebocitoshumanosin vitro obser-

varonunaausenciatotal deCK 1.

Sí existió expresiónde CK 4 en las glándulassebáceastanto de células

normalescomo neoplásicas,coincidiencocon Lathamy col. (1989) que obtu-

vieron positividad para estaCK en las capasbasales,suprabasalesy en los

sebocitosmadurosde las glándulassebáceasdepiel humana;sin embargoVan

Mujien y col. (1986) no pudieronconseguirtinción para estaCK en cortesde

glándulassebáceas,y Molí y col. (1982) limitan estacitoqueratinaa epitelios

estratificadosno cornificados.Lathamy col (1989) sugierenque la diferencia

radica en la técnicaempleada,pues ellos realizaron la Unción en cortes en

criostatoy previaproteolisis.En nuestroestudioel problematécnicono parece

existir puesobtuvimostinción en todaslas célulassebáceas,siendoel anticuer-

po monoclonalcon el queconseguimosmayor intensidadde tinción.

Para la CK 8-18 obtuvimosen las célulassebáceasunaligera positividad

coincidiendotambiéncon los trabajosrealizadospor Lathamy col (1989); sin

embargoTsuburay col. (1981) no encontraronexpresiónde CK 8 en el aparato

pilosebáceodepiel humana.

Con la CK í~-íí sí observamospositividad en las células sebáceas

normalesy en las células sebáceasmásdiferenciadasde adenocarcinomasy

carcinomasescamosossebáceoscoincidiendocon Latham y col (1981), que

tambiénencontraronexpresiónde estascitoqueratinasen las capasde células

másdiferenciadasde glándulassebáceasde piel humana.
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Tsuburay col (1991)consiguieronunaligera expresiónde CK 14 en las

células periféricasde las glándulassebáceasdel aparatopilosebáceode piel

humana.Así mismo, nosotros pudimos observarel mismo patrón de tinción

para esta CK en las glándulassebáceasnormales, hiperplásicasy adenomas,

aumentandotambiénel númerodecélulassebáceaspositivasen los adenocarci-

nomasy carcinomassebáceosescamosos,en comparacióncon el restode anti-

cuerposmonoclonales.Latham y col. (1989) también obtuvieronpositividad

solo en sebocitosbasalesde piel humana.

La tinción obtenidaentodaslas célulassebáceasha sido citoplásmica,de

acuerdocon los resultadosobtenidospor Takatay col. (1989) en carcinomas

sebáceoshumanosdeglándulaparótida.

En cuantoa la expresiónde CK en los epitelios del conductoauditivo

externoy zonasescamosasde los diferentesT.G.Z. hemosde señalarla intensa

tinción obtenidacon la CK PAM y la CK 1 en el conductoauditivo externoy

los conductosexcretoresde la glándulade Zymbal, corroborandola opiniónde

Molí y col. (1982) quedescribíala CK 1 comotípica de epitelios queratiiza-

dos. Conseguimosunatinción mediacon la CK APM, CK MAE, CK 14 y CK

10-11 en la misma localización. La positividadde estasúltimas coincide tam-

bién con la expresadapor Frankey col. (1981)en diferentestejidos.

Con CK 4 obtuvimosunapositividadmuy ligera y laCK 8-18 fue nega-

tiva en el conductoauditivoexternoy conductosexcretores.Variosautoreshan

descritoestaCK comotípica de epitelios simples(Frankey col., 1981; Molí y

col., 1982 y Battifora, 1989).
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En las zonasde metaplasiaescamosade T.G.Z. la CK quemayor positi-

vidad ha presentadoha sido la CK 1 y con unaintensidadmediala CK 10-11,

CK PAE, CK 14 y CK MAE. Aunquela CK 1 y CK 10-11 tuvieron un patrón

irregularde menor tinción. La presenciade célulasfuertementeteñidasjunto a

otrasde menortinción o negativas,fué descritapor Viac y Reano(1982) sugi-

riendo que las poblacionescelularesde los carcinomasescamososen la especie

humanaesheterogénea.Sin embargoparael restodeCK (CK PAE, CK MAE,

CK 14) la tinción ha sidohomogénea.Ligeramentepositivay tambiénhomogé-

nea ha sido la expresiónde CK APM y CK 8-18 y CK 4 coincidiendocon

Thomasy col. (1984) que, estudiandodistintas CK en tumoresde piel de la

especiehumana,observaronhomogeneidaden la expresiónde CK 45, 46 y 55

kD en los carcinomasescamososinvasivos.
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CONCLUSIONES

1.- La administración de 20 mg. del carcinógeno químico 7,12

dimetilbenzantracenopor sondajeintragástricoen ratasSprague-Dawley

de 45 díasde edad,inducela apariciónde tumoresy/o hiperpíasiasen la

glándula de Zymbal (T.G.Z.) que se detectan macroscópicamentea

partir del día 156 post-administración.

2.- Tras el estudio histológico de la glándula de Zymbal de todos los

animales tratados, observamos que un 45% de los animales que

recibieronOMBA presentaronal menos1 tumor (o hiperpíasia)de dicha

glándula, de estos un 38% tuvieron lesiones en las dos regiones

auriculares.

3.- Histológicamenteen la glándula de Zymbal hemos diagnosticadolas

siguientesalteraciones:Un 20% de hiperpíasiascon cambiosquisticos;

el 28% de adenomas;un 8% adenocarcinomasy el 40% carcinomas

sebáceosescamosos.En un animal observamoslas imágenespropiasde

un carcinomaescamoso.

4.- Al establecerlos grupos de T.G.Z. respectoa su tiempo de desarrollo

comprobamosque el 100% de hiperpíasiasy un 55% de adenomas

fueronobservadosen el gruponecropsia;un 45% de adenomas,un 50%

de adenocarcinomasy el 10% de carcinomas sebáceosescamosos
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pertenecenal grupo de desarrollo tumoral de 1 mes; el 50% de

adenocarcinomasy un 50% de carcinomas sebáceosescamosos,se

correspondencon el grupo de desarrollo tumoral de 2 meses; el

carcinoma escamosoy un 40% de carcinomas sebáceosescamosos

aparecieronen el grupode desarrollotumoralde 3 meses;por lo que se

sugiereunaevoluciónde los tipos tumoralesen el tiempo.

5.- La glándulade Zymbal normal se tiñe con todas las lectinasutilizadas,

siendoUEA-I la lectinaquemayor intensidadde tinción ha demostrado.

6.- En general,en las hiperpíasiasy T.G.Z. seproduceunadisminución en

el marcaje con las lectinas. Las células sebáceastumorales más

diferenciadasse tiñeron mejor con todas las lectinasempleadas.En las

zonastumoralesde diferenciaciónescamosade los carcinomassebáceos

escamosos,las capas intermediasreaccionancon las lectinas WGA y

UEA-I, mientrasquela capabasalsetiñó únicamentecon PNA.

7.- En la glándulade Zymbal normal, la CK de mayor expresiónfué la CK

4, aunquela CK 14 tité un marcadorselectivode sebocitosbasales.

8.- En los TOZ. las célulassebáceastambiénhanexpresadoCK 4 aunque

con menor intensidadque en la glándula normal. Sin embargo,en las

zonasescamosasde los carcinomassebáceosescamososla CK 1 es la

quedetectamosen mayor cantidad.
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9.- El 100% de los animalestratadospresentarontumoresmamariosel día

286 tras la administracióndel DMBA, habiendoaparecidoel primer

tumor mamario el día 24 post-administración. Histológicamente,

diagnósticamosun 5.7% de fibromas, 14.8% de fibroadenomas,un 8%

de adenocarcinomastipo A, un 55.7% de adenocarcinomastipo B, un

13% de adenocarcinomatipo C, un 5% de adenocarcinomastipo D, y

un 1 % de fibrosarcomas.
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RESUMEN

Hemos realizadoel estudio de los tumoresde la glándula de Zymbal

(T.G.Z.) en ratas Sprague-Dawleyaparecidostras la inducción químicapor el

7,12dimetilbenzantraceno(DMBA), a razónde20 mg./animalmediantesondaje

intragástrico.Estostumoressedetectaronmacroscópicamenteapartir deldía 156

post-administracióndel carcinógeno.Mediante el estudio histológico de la

glándulade Zymbal de todos los animalestratadoscomprobamosque un 45 %

presentaronal menos un tumor (o hiperpíasia)en dicha glándula y de estos

animales,un 38% tuvieron lesionesen las dos regionesauriculares;los tipos de

alteracionesdiagnosticadasfueron:20% hiperpíasiasconcambiosquisticos.28%

adenomas,8% adenocarcinomas,40% carcinomassebáceosescamososy en un

sólo animal observamoslas imágenespropias de un carcinomaescamoso.Al

establecerlos gruposde T.G.Z. respectoa su tiempo de desarrollotumoral se

sugiereunaevoluciónde los tipos tumoralesen el tiempo.

Con las técnicashistoquímicasde lectinascomprobamosquela glándula

de Zymbalnormalsehateñidocon Con A, WGA, PNA y especialmenteUEA-I;

aunqueseproduceunadisminuciónen el marcajecon las lectinasa medidaque

aumentala imagende malignidadenlas célulassebáceastumorales.En laszonas

de diferenciaciónescamosade los carcinomassebáceosescamosos,las capas

intermediasreaccionanfuertementecon WGA y UEA-I, mientrasque la capa

basalsetiñó únicamenteconPNA. Enel estudioinmunohistoquimicoobservamos

quela CK demayor expresiónen la glándulade Zymbal fue la CK 4. aunquela

CK 14 fue un marcadorselectivode sebocitosbasales.En los T.G.Z. las células

sebáceasexpresarontambiénCK 4 aunquecon menorintensidad.Sin embargo,

en las áreasescamosasde los carcinomassebáceosescamososla CK 1 esla que

detectamosen mayor cantidad.

Al mismotiempo,estosanimalesdesarrollaronapartir deldía24, tumores

de mamaqueidentificamoscomo:5.7% defibromas, 14.8% de fibroadenomas,

un 8% de adenocarcinomastipo A, un 55.7% de adenocarcinomastipo B, un

13 % de adenocarcinomatipo C, un 5% de adenocarcinomastipo D, y un 1 % de

fibrosarcomas.
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£UM~L~RX

Wc havecarriedoutthe study ofthe tumorsin theZymbalgland(Z.G.T.)

in Spraguc-Dawlcy rats appeard after the chemical induction with 7,12

dimethylbenzanthracene(DMBA), at the ratc of 20 mg/animal by meansof

intragastric sounding. These tumors were first detected 156 days afíer the

administrationof dic carcinogen.Histological study of the Zymbal gland of alí

the animais we confirmed that, a 45% presentedat least one tumor (or

hyperplasia)in this gland, of dieseanimals,a 38% hadlesionsin both auricular

regions; the diagnostedalteration types wcre: 20% hyperplasiawith cystic

changes,28% adenomas,8% adenocarcinomas,40% scbaceoussquamouscelí

carcinomaandtypical imagesof squamouscdl carcinomawere observedin only

oneanimal. Whcn we establishtheZ.G.T. groupsby their tumoraldcvelopment

time it suggestsan evolution of the tumoral types in time. With the lectin

histochemicaltechniqueswc observedthat dic normal Zymbal gland has been

stainedwith Con A, WGA, PNA andspeciallywidi UEA-I; althougha decrease

in the lectin stairúng is produced as the malignant image increasesin the

sebaceoustumourcelís. In the arcasof squamousdifferentiationof the sebaceous

squamouscdl carcinoma,dic intermediatelayer reactedstrongly to WGA y

UEA-I, but basallayerwas stainedwidi PNA. In dic inmunohistochemicalstudy

we observedthatdie CK with dic highestcxpressionin theZymbalglandwasthe

CK 4, neverthelesste CK 14 was a selectivemarkerof basalsebocites.In the

Z.G.T. dic sebaceouscelíscxpressedtaoCK 4but with lessintensity. However,

in te squamouszonesof dic sebaccaussquamouscdl carcinomathe CK 1 was

dic onewe detectedwith the greaterintensity.

At dic sametime, dieseanimalsdevelopedsincedic 24th day, mammary

tumorsidentified as: 5,7% were fibromas, 14,8% of fibroadenomas,an 8% of

adenocarcinomastype A, 55,7% of adenocarcinomastype B, 13% of

adenocarcinomastypeC, an5% adenocarciomastypeD aud1% offibrosarcoma.
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