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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Esta Tesis Doctoral contimia con la linea de investigacién que
sobre Oncologia Experimental se viene desarrollando en el Departamento de
Patologia Animal II de la Facultad de Veterinaria de Madrid. Cuenta ademads
con la experiencia diagndstica e investigadora del Departamento de Anatomia
Patologica de la Facultad de Medicina de Cantabria. Es por tanto, fruto de afos
de trabajo de otros investigadores que con su esfuerzo han facilitado el camino

para 1os que en estos momentos iniciamos nuestra andadura.

En este trabajo hemos elegido un modelo experimental de oncogénesis
quimica en rata Sprague-Dawley mediante el carcinégeno 7,12-dimetilbenzan-
traceno (DMBA). Dicho carcinégeno ha sido utilizado por numerosos autores
para provocar distintas neoplasias, entre ellas, tumores de mama (Pefia, 1989),
parte proximal del estémago revestida de epitelio escamoso y conducto auditivo

externo (Hirose y col., 1988).

El DMBA es un carcindgeno quimico de sintesis del grupo de los hi-
drocarburos policiclicos aromdticos, cuya administracion a ratas Sprague-Daw-
ley provoca, por via intragéstrica, la aparicién de tumores de mama y tumores
de la glindula de Zymbal (T.G.Z.). Posee, desde un punto de vista prdctico,
grandes ventajas, como son su administracién en una unica dosis y la rapidez
de induccién tumoral (Huggins y col., 1961). Por otra parte, la facilidad de
manejo de la rata Sprague-Dawley es, sin lugar a dudas, un factor mds a tener

en cuenta en la eleccién del modelo neopldsico.
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Los tumores objeto de nuestro estudio, son tumores que asientan en una
gldndula sebdcea existente inicamente en el conducto auditivo externo de la
rata y de algunos roedores (Zymbal, 1933; Skoryna y col., 1951) y que sirven
de modelo experimental para el estudio de tumores de glindulas sebdceas de la

piel humana (Pliss, 1987) y posiblemente de la especie canina.

Diversos autores han realizado algunos trabajos para intentar estudiar el
origen y la patogenia de estos tumores. Asi, Spitz y col., (1950) senalan la
dificultad de identificar su origen debido al eclipsamiento de los elementos del
tumor por la intensa queratinizacién que se produce. Skoryna (1951), afirma
que los tumores de la gldndula de Zymbal surgen indudablemente como resulta-
do de la administracién de un carcindégeno quimico, pero siempre que existan
unas lesiones degenerativas tisulares provocadas por un éstasis de la secrecion o
bien por otitis medias. Schardein (1966), opina por el contrario, que las lesio-
nes previas como el éstasis, inflamacion u obstruccién no estan asociadas con
los tumores si no que son producto de dilataciones quisticas producidas por la
edad, y potenciadas por un carcinégeno quimico. Asi mismo, los T.G.Z. tam-
bién pueden aparecer sin ser inducidos quimicamente. En 1986, Gopinath en-
contré, realizando un estudio de tumores espontdneos de cerebro en ratas Spra-

gue-Dawley, la aparicién de tumores espontdneos en la glindula de Zymbal.

Por otra parte el conocimiento que existe en la actualidad sobre el aspec-
to histolégico de los tumores de la gldndula de Zymbal es muy escaso. La
mayoria de los trabajos en los que se menciona su aparicién se limitan a sefa-
lar su presencia sin afiadir mds informacién al respecto. Unicamente Pliss en
1987 (en un trabajo para la O.M.S.), Mohr y col. (1990) y Mohr (1993) han

realizado clasificaciones histoiégicas de estas neoplasias, 10 que en nuestra
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opinién resulta insuficiente. Ademds, no existen tampoco referencias sobre

cuales son sus propiedades histoquimicas o su caracterizacién inmunohistoqui-

mica.

Habida cuenta de la escasez de informacién que se tiene de los tumores

de la glandula de Zymbal (T.G.Z.), nos planteamos este trabajo y nos propusi-

mos alcanzar los siguientes objetivos:

1.-

Realizar un estudio bioldgico de los tumores de la glandula de Zymbal,
tras la administracion intragdstrica del carcinégeno DMBA a ratas Spra-
gue-Dawley, considerando la posible relacién con los tumores de mama

aparecidos.

Llevar a cabo el estudio histolégico de estos tumores con microscopia

Optica.

En los animales no portadores de T.G.Z., hacer un estudio histolégico
completo con M/O del conducto auditivo externo, con el fin de detectar
posibles cambios pretumorales y estadios iniciales no visibles macrosco-

picamente.

Estudiar las propiedades histoquimicas de los T.G.Z. con técnicas histo-

quimicas tradicionales y mediante el uso de lectinas.

Caracterizar los T.G.Z. desde el punto de vista inmunohistoquimico con

anticuerpos anti-citoqueratinas.



I.- REVISION

BIBLIOGRAFICA



Revisién Bibliogrdfica (%)

I1.1.- TUMORES DE LA GLANDULA DE ZYMBAL

I1.1.1.- LOCALIZACION Y DENOMINACION

En el conducto auditivo externo de las ratas existe una gran glandula
sebdcea, que fué descrita original e independientemente por Zymbal y Zawisch-
Ossenitz en 1933. Es una gldndula especial, que solo poseen roedores ¢ in-
sectivoros (Skoryna y col., 1951) a diferencia de la especie humana y del resto
de los animales, cuyo conducto auditivo externo, presenta ademds de las
glindulas sebdceas adyacentes a los foliculos pilosos, unas glai'ndulas
sudoriparas modificadas que se denominan glindulas ceruminosas (Batsakis y
col., 1967).

En el conducto auditivo externo de la rata Zawisch-Ossenitz (1933)
describié 13 grupos de glandulas sebdceas, mientras que Zymbal (1933)
observé solamente tres. En la actualidad se acepta que existen 3 grupos de
glandulas sebdceas (Pliss, 1987). En el primer y el segundo grupo se incluyen
glindulas sebdceas localizadas en la pared anterior y posterior del canal
acustico que estan en el tejido conjuntivo que subyace del epitelio escamoso de
revestimiento. Las gldndulas sebdceas de la pared anterior son mds numerosas,
grandes y lobuladas que las de la pared posterior, que suelen ser pequeiias y
solitarias. El tercer grupo estd representado por una unica gldndula sebicea
grande que es normalmente el origen de los tumores objeto de nuestro estudio.
Esta gliandula localizada anteriormente y por debajo del oido medio, es
trianguiar, de color amarillo rosdceo y de unos 3 a 5 mm de didmetro y unos
7-8 mg de peso. Hace prominencia dentro del canal acistico externo, estando

situada entre €l y la mandibula inferior (Pliss, 1987).



Revisién Bibliografica 7

Schardein y col. (1966) denominaron al primer y segundo grupos de
glandulas como "glén&ulas sebdceas del canal anterior y posterior”, mientras
que a la gldndula principal se le did el nombre de "gldndula del canal auditi-
vo". Esta iiltima gldndula fue descrita como un grupo de cuatro Iébulos cada
uno de ellos con un conducto excretor menor (conducto intralobular) que

confluyen en un conducto principal secretor.

La importancia de dicha gldndula radica en que es origen de tumores
espontdneos e inducidos en distintas experiencias con carcindgenos quimicos
(DMBA, TACP, 2-AAF...), experiencias que inicialmente son para el estudio
de tumores mamarios en ratas o para evaluar el poder carcindgeno de estos
productos quimicos. En dichos trabajos se observé la aparicién de neoplasias
auriculares casi por casualidad, ya que solamente aparecen en aquellas
experiencias que duran bastantes meses (Skoryna y col., 1951; Schardein y
col., 1966; Pliss, 1978; Kato y col., 1989).

Para nombrar a estos tumores se han empleado los siguientes términos:
tumores del canal acistico glandular (Schardein y col., 1966), del conducto
aciistico externo (Bielchowsky, 1944), del conducto auditive (Hirose y col.,
1988) y tumores del lado de la cabeza, o simplemente, tumores de cabeza
(Skoryna, 1951). La denominacién mds actual y la elegida por nosotros es la de
tumores de la glindula de Zymbal (Kato y col., 1989; Mohr y col., 1990),

que abreviamos como tumores de Zymbat o T.G.Z.
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I1.1.2.- ETIOPATOGENIA

El proceso por el cual aparecen los T.G.Z. estd aun por sefialar de
forma definitiva y su origen ha sido oscuro hasta hace pocos anos. Ya que Cox
y col. (1947), utilizando como carcindgeno el 2-Acetaminofluorano (2-AAF) se
plantearon el origen de estos tumores que para ellos estaba en una estructura

accesoria sin determinar mds que al propio canal auditivo.

Uno de los factores que explica la dificultad del andlisis histolégico de
los T.G.Z. es la intensa queratinizacion (Spitz y col., 1950), tanto es asi que
estos autores no se consideran capaces de encontrar ¢l origen de los tumores
debido precisamente al eclipsamiento de los elementos del tumor por las masas

de queratina.

Skoryna (1951) realizé un experimento con ratas macho y hembra, a las
que administré el 2-AAF, apareciendo T.G.Z. en 43 hembras y 29 machos que
fueron diagnosticados como carcinomas de glindulas scbdceas. Estos
investigadores opinan que los tumores surgen indudablemente de la admi-
nistracion del carcinégeno porque no encontraron tumores espontdneos en esta
localizacidn. Sin embargo, sefiala que la administracién del carcindgeno no es
suficiente para producir tumores en una glindula sebiacea normal, sino que
como prerequisito debe existir alguna lesidén degenerativa previa que ocurre
independientemente a la administracién del carcinégeno. Como alteraciones
previas se seiialan la dilatacién quistica glandular resultante de un éstasis en la
secrecion y la otitis media. Esta ultima afirmacidn la desmienten Laws y col.,
(1955) indicando que solamente interviene el carcinégeno y que nmi los cambios

quisticos ni la ofitis media son necesarios para el posterior desarrollo
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neopldsico.

Sin embargo, Tannembaum (1962) y Snell (1965) observaron la
presencia de T.G.Z. espontdneos. En ¢l primer caso, 3 ratas del total (105) de
800 dias de edad presentaron carcinoma de glindulas sebdcecas. En la
experiencia de Snell, las ratas que tuvieron carcinomas de células escamosas,
contaban aproximadamente 21 meses de edad. La edad parece ser un factor
determinante en la aparicién de T.G.Z. espontdneos. Asi Schardein y col.
(1966) solamente empezaron a observar adenomas quisticos del canal auditivo
en los grupos de ratas control a partir de los 420 dias de edad. Estos autores
creen que la inflamacién no esta relacionada con los tumores. Sugieren que las
dilataciones quisticas glandulares que aparecen con la edad contribuyen a la
formacién del tumor y a su desarrollo; dichos cambios se acentuarfan con la
administracién del carcinégeno, en este caso TACP [Tris (p-aminofenil)

carbonio pamoato].

En otras especies, como ¢l perro y el gato, también se sabe que los
tumores de glandulas sebdceas de la piel afectan a animales de edad avanzada
(Miiller y col., 1989).

Gruenstein y col. (1966) realizaron otra experiencia con ratas a las que
administraron 3-metilclorantreno (3-MC) via intragdstrica. De 81 ratas macho,
obtuvieron 4 tumores de glindulas sebdceas, tres de ellos.en la glindula de
Zymbal y de 122 hembras, solamente una de ellas desarrollé un carcinoma de
gldndulas sebdceas en la gldndula de Zymbal. De estos resultados dedujeron
que los T.G.Z. se inducen en las ratas cuando el carcinégeno es introducido

por via gastrointestinal.
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Mediante estudios realizados sobre lipogénesis sebdcea en piel humana,

(Cooper y col., 1976; Coterill y col., 1972), se sabe que existe una relacion

entre la edad y la lipogénesis sebécea.

Conviene sefialar un exhaustivo estudio realizado por Bode y col. (1985)
en el que se estudia la incidencia de tumores espontdneos en ratas en un
periodo de 10 afios. Para estos autores el incremento en la incidencia de tumo-
res espontdneos es correlativo al incremento gradual en el peso corporal y al
consumo de comida. En este estudio las ratas macho desarrollaron menos
tumores que las hembras. Sin embargo, fueron los machos los que desarrolla-

ron mds tumores de piel y apéndices epidérmicos.

En los dltimos afos, la participacién de distintos carcindgenos quimicos
en el desarrollo de los T.G.Z. se ha visto confirmada. Hilpert y col. (1985)
afirman que las gldndulas sebdceas, especialmente la gldndula de Zymbal de las
ratas, es un drgano diana para un potente carcinégeno como el Trans-4-
acetilaminoestilbeno. Ese mismo afio, Likhachev y col. descubren también
tumores de glindula de Zymbal en ratas tratadas con 1,2 dimetilhidracina
(DMH) y beta glucuronidasa, llegando a la conclusién de que los tumores son
debidos a los efectos carcinégenos del DMH ejercidos mediante la formacidn
de conjugados estables de sus metabolitos y su liberacién enzimadtica en tejidos
diana. También en 1985, Maltoni y col., estudiando experimentalmente la
carcinogenicidad del benceno, demostraron que tanto por ingestién como por
inhalacién, es un potente carcindgeno, produciendo gran variedad de tumores

en ratas entre los que se encuentran los T.G.Z.

Asi mismo, en la década de los 80 se confirmé la aparicion espontdnea
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de los T.G.Z. tras los trabajos de Gopinath y col. (1986) en un estudio de tu-
mores espontdneos de cerebro en ratas Sprague-Dawley a lo largo de 5 afios.
En este trabajo observaron también la aparicién de tumores espontdneos en la
glandula de Zymbal.

Rice y col. (1986) aplicaron localmente 7,12 dimetilbenzantraceno
(DMBA) en los oidos de ratones atimicos provocando la aparicién de adenomas

sebdceos cutdneos tanto en el lugar de aplicacién como en otras localizaciones.

En otro experimento realizado también con ratas Sprague-Dawley
(Hirose y col., 1988) en el que se administré a los animales DMBA y antioxi-
dantes como tratamiento antitumoral, se concluyé que el conducto auditivo
externo es un 6rgano diana del DMBA; sin embargo el tratamiento con los
antioxidantes no demostr6 ninguna modulacién en la carcinogénesis del

conducto auditivo.

Diversos estudios han confirmado la relacion entre la secrecion sebdcea
y el estatus hormonal. Entre ellos, Miiller y col. (1989) sefialan que en
carnivoros la testosterona causa hipertrofia de las gldndulas sebdceas y los
estrégenos y el cortisol causan involucién de las mismas. En cuanto a la
actividad secretora de sebo, ésta estaria aumentada por pequeiias dosis de

andrdgenos y disminuida por grandes dosis de estrégenos.

Kato y col. (1989) administrando 2-amino-3,4-dimetilimidazol(4,5-
f)quinolina a ratas demostraron que este compuesto es mutagénico realmente, y
que induce fumores en varios érganos entre ellos en la glindula de Zymbal.

Los primeros tumores aparecieron a los 139 dias y fueron observados en 19 de
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20 ratas macho y en 17 de 20 hembras.

El primer estudio realizado en cultivos celulares de la glindula de
Zymbal se debe a Reddy y col. (1989) que evaluaron el efecto del benceno y
sus derivados (DMBA, AAF). Se observd que los cultivos de las glandulas de
Zymbal expuestos a estos productos presentaban cambios en el DNA
sugiriendo que algo semejante podria suceder en el proceso in vivo. El efecto
del benceno sobre la glandula de Zymbal fue confirmado por Huff y col.
(1989) que indicaron un aumento en la incidencia de los tumores de la glandula
de Zymbal, tanto en macho como en hembras. Mds pormenorizado fue el
estudio de Low y col. (1989), sobre el efecto del benceno, (marcado con C')
administrado oralmente en el que llegaron a las siguientes conclusiones:

- Que la gldndula de Zymbal no es un sitio de acumulacién del benceno
o de sus metabolitos.

- Que en la glandula de Zymbal la eliminacién de los metabolitos del

benceno se produce en dos fases.

Este mismo afio, Shirai y col. (1989) contradiciendo todas las opiniones
que hasta entonces se habian ido formulando, afirman que la edad no influye en

la aparicién de tumores de la gldndula de Zymbal.

La controversia sobre la influencia de procesos inflamatorios previos se
alimenta con la publicacién en 1989 de un estudio sobre carcinomas de células
escamosas del canal auditivo externo en humanos (Kinney, 1989) en el que se
afirma que la aparicién de este tumor puede verse favorecida en un oido en el

que previamente haya habido una inflamacién crénica.
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En 1990 se siguen realizando experimentos con distintos carcinégenos
quimicos en los que se producen tumores en la gldndula de Zymbal, como en el
trabajo de Rogers y col. (1990) en el que, ademds de inducir los tumores con
procarbacina, demuestran que estos tumores no se ven afectados por una dieta
deficiente en lipotropos: colina y metionina (la deficiencia de estos es un

potente potenciador de la carcinogénesis quimica).

Finalmente Reddy y col. (1990) este mismo afio estudian el efecto de
fenol, hidroquinona y benzoquinona en cultivos de gldndulas de Zymbal y
llegan a la conclusién de que estos productos producen mutaciones en el DNA

in vitro.

PERIODO DE LATENCIA

En cuanto al tiempo de aparicién del primer tumor, varia dependiendo
de si los tumores han sido inducidos con carcindgenos quimicos o si por el
contrario han sido tumores espontdncos. Los primeros suelen comenzar a
aparecer entre los 9 y los 12 meses después de la administracién del producto y
el tiempo transcurrido desde la aparicién del primer nédulo auricular hasta la
muerte del animal es de 2 a 3 meses, (Skoryna y col., 1951; Schardein y col.
1966; Pliss, 1978; Kato y col., 1989) aunque en algunos casos puede ocurrir la
regresién espontdnea del tumor (Pliss, 1978).

Por el contrario, en los tumores de aparicién espontdnea, el tiempo de
aparicion se alarga considerablemente, asi estdn descritos tumores de la
glindula de Zymbal en ratas entre 420 y 800 dias (Tannembau y col. 1962;
Snell, 1965; Schardein 1966).



Revisién Bibliogréfica 14

I1.1.3.- ASPECTO MACROSCOPICO

Skoryna (1951), describe los primeros estadios del tumor como
abultamientos subcutdneos, en los que la piel se mueve libremente sobre los
tumores. Segun va creciendo el tumor, se ulcera la piel y salen al exterior
masas sebdceas, necréticas y purulentas. En algunos casos esta secrecion
aparece en el conducto auditivo externo, aparentemente por una perforacion del
tumor dentro del canal. En los casos avanzados es frecuente la putrefaccion de

la descarga con formacién de abscesos subcutdneos (Pliss 1987).

I1.1.4.- CLASIFICACION HISTOLOGICA

A lo largo de los afios los tumores que aparecian en la cabeza de las
ratas sometidas a estudios con carcinégenos quimicos han sido descritas
histoldgicamente pocas veces. Asi, Cox y col. (1947) sefalaron que estos
tumores eran histolégicamente carcinomas de células escamosas, siendo su
posible origen una estructura adyacente al conducto auditivo externo, pro-

bablemente una gldndula sebicea.

Por el contrario, ese mismo afto, Harris y col. (1947) los consideraron
como tumores de baja malignidad, al estar rodeados por una cdpsula fibrosa.
La invariable presencia de material necrético en el centro del tumor la

asociaron con infecciones secundarias.

Schardein (1966) en una experiencia en la que administré Tris-(p-
aminofenil) carbonio pamoato a un grupo de ratas, clasificé los tumores

auriculares realizando una clara distincién entre los tumores con origen en las
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gldndulas de la pared anterior y posterior del conducto (a las que llamé gldndu-
las sebdceas del canal anterior y posterior) y de los tumores que tienen origen
en la gldndula principal descrita por Zymbal en 1933, a los que denominé
tumores de la gliandula del canal auditivo. A las neoplasias encontradas en el
primer grupo de glindulas las clasificé en: adenomas quisticos, nddulos
adenomatosos pequefios y sélidos y tumores grandes adenomatosos. Segiin este
autor los tumores acabardn haciendo prominencia dentro del canal y tendrdn
metaplasia escamosa con queratinizacién. Los tumores de la glandula del canal
auditivo (T.G.Z.) fueron diagndsticados histoldgicamente como adenomas
quisticos y tumores epiteliales papilares, sefialando que, al igual que los del
grupo anterior, al crecer presentan metaplasia escamosa y forman perlas de

queratina.

Para Pliss (1987) los tumores iniciales estan compuestos de pequefios
nédulos adenomatosos localizados entre las porciones quisticas de los ldbulos,
aunque reconoce este autor que estos estados iniciales del crecimiento del
tumor, no han sido todavia examinados adecuadamente. Ademds recoge las
descripciones hechas hasta el momento de varios autores y realizando para la

0.M.S. la siguiente clasificacién histolégica de los T.G.Z.

* ADENOMAS:
* Con diferenciacidon escamosa

* Con diferenciacién sebacea escamosa

* CARCINOMAS:
* Adenoma maligno

* Carcinoma sebdceo
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* Carcinoma de células escamosas con queratinizacion
* Carcinoma de células escamosas sin queratinizacién

* Carcinoma de células sebdceas escamosas

ADENOMAS: Los adenomas de las glindulas sebdceas guardan un es-
trecho parecido estructural con las glandulas sebiceas normales. Se encuentran
principalmente tipos celulares basales e intermedios. Existe una formacidn
intensiva de sebo, con degeneracion de muchas c€lulas, cuyos nucleos, sin
embargo, pueden ser conservados y aparecer en las masas sebdceas. La apa-

riencia de estos tumores es como un quiste papilar o epitelioma adenoquistico.

ADENOMAS MALIGNOS: En los adenomas malignos, segiin la
clasificacion de Pliss aparece una ordenacién irregular de las células en el
acini; estas células son de diferente tamafio, atipicas y con el nicleo
hipercrémico, por la presencia de numerosas figuras mitéticas y la ausencia de

un borde nitido de demarcacién del tumor.

CARCINOMA SEBACEO: Los carcinomas sebdceos, aparecen
frecuentemente ulcerados y al corte tienen un aspecto brillante caracteristico.
Estan compuestos de acinis grandes, de ordenacién irregular y normalmente sin
conductos. La porcién central puede aparecer con cambios quisticos y repletos
de material sebdceo, células degeneradas y leucocitos. La mayoria de las
células son algo pleomdrficas y estan frecuentemente en mitosis. Ademads de
estos tumores com patrén acinar, también se han observado carcinomas
sebdceos con ordenacién difusa. El estroma es frecuentemente muy activo con
una intensa proliferacién de fibroblastos, a veces atipicos. Este tumor presenta

normalmente un crecimiento infiltrativo en tejidos adyacentes.
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CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS: Los carcinomas de
células escamosas pueden ser con o sin queratinizacidn y son mds frecuentes
que los carcinomas sebdceos. Estos tumores parecen derivar del epitelio del

conducto de la gldndula de Zymbal o del epitelio del canal aciistico externo.

CARCINOMA DE CELULAS SEBACEAS ESCAMOSAS: En
ocasiones se produce la metaplasia escamosa del epitelio sebdceo con cambios
de malignidad. Simultinecamente, tanto el epitelio de los conductos y los acinis
pueden llegar a ser neopldsicos, precediendo al desarrollo del carcinoma de

células sebdceas escamosas.

Segun este autor (Pliss, 1987) las metdstasis son raras, pero pueden

aparecer en los pulmones y en los ganglios linfaticos submaxilares.

Posteriormente, Hirose y col. (1988) estudiando los tumores de mama
inducidos con DMBA en ratas Sprague-Dawley realizaron una clasificacion de
los tumores de la gldndula de Zymbal de una forma bastante esquemadtica. Asi,
clasificaron los tumores en benignos (adenomas sebdceos y papilomas sebdceos)

y en malignos (carcinoma sebdceo).

En 1990, varios investigadores acordaron sistematizar la nomenclatura
de lesiones pre-neopldsicas y neopldsicas de las ratas. Mohr et al (1990) en el
apartado referente a la gldndula de Zymbal, la clasificacién propuesta fue la

siguiente:
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*

hiperplasia sebicea

*

adenoma sebdceo

* carcinoma sebdceo

*

adenoma sebaceo escamoso

* carcinoma sebidceo escamoso

*

hiperplasia de células escamosas

*

carcinoma de células escamosas (con o sin queratinizacién)

Unos afnos mds tarde, Mohr (1993), en solitario, realiza una
Clasificacién Internacional de Tumores de Roedores para la O.M.S.; en el
apartado de los tumores de la glindula de Zymbal de las ratas, la clasificacién

queda reducida a:

* hiperplasia escamosa

* hiperplasia sebdcea

* adenoma sebdceo

* carcinoma de células escamosas, queratinizado o no queratinizado

* carcinoma sebdceo

En este ultimo tumor, estd sefialada la presencia de zonas con diferenciacién de

células escamosas.
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I1.2.- TECNICAS ESPECIALES:
I1.2.1.- CITOQUERATINAS
I1.2.2.- LECTINAS

I1.2.1.- CITOQUERATINAS (CK)

Una gran proporcién del citoplasma celular, normal o transformado,
estd representado por componentes del citoesqueleto: microfilamentos,
microtibulos y filamentos intermedios (F.I.). El estudio del citoesqueleto y
concretamente mediante técnicas inmunohistoquimicas en las células neopldsicas
es de suma importancia y de gran actualidad, ya que la existencia de un deter-
minado filamento intermedio caracteriza un tipo celular, permitiendo su
correcta identificacién (Franke y col., 1978; Osborn y col., 1983). Los
filamentos intermedios deben su nombre a que fueron observados después de
los microtibulos (20-25 nm) y de los microfilamentos (5-6 nm) y su grosor se
sitia entre los dos grupos anteriores, estos filamentos intermedios miden entre
7 y 11 nm de didmetro y se incluyen los siguientes grupos (Franke y col.,
1979).

1.- neurofilamentos

2.- filamentos gliales

3.- vimentina (presente en células de origen mesenquimatoso)
4.- citoqueratina (filamento epitelial)

5.- desmina (filamento del tejido muscular)

El valor diagndstico de anticuerpos "antt” filamentos intermedios ha sido

establecido tanto para tumores humanos (Osborn y col., 1983) como para
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tumores experimentales (Bannach y col., 1980) y pretende aclarar la histo-
génesis de ciertas células neopldsicas, asi como las variaciones que puedan

sufrir los citoesqueletos de las células tumorales.

En 1978, Franke y col., observaron una inmunofluorescencia positiva
anti prequeratina en células epiteliales de epitelio no queratinizado. Propusieron
el término "citoqueratinas" para designar a esos filamentos entre 6-11 nm
presentes en las células epiteliales, idearon este vocablo con el fin de destacar
que esas queratinas formaban parte de células vivas y diferenciarlas asi del
concepto de célula queratinizada. El término "prequeratina” hace referencia a
los tonofilamentos aislados de las células epidérmicas cornificadas (Rabanal,
1991).

Ese mismo afio, Franke y col. (1978) no solo observaron fluorescencia
positiva con anticuerpos anti-prequeratina en gran variedad de células epiteliales
en cultivo y en cortes en congelacién, sino que lo pudieron apreciar también en
células neopldsicas epiteliales. Estos mismos autores pensaron que cada
filamento intermedio era especifico de un determinado tipo celular. Pero tanto
Franke y col. (1979) como Gard y col. (1979) observaron que en un mismo

tipo celular podian aparecer citoqueratina y vimentina,

A comienzos de los 80, se iniciaron los estudios de los filamentos
intermedios con métodos inmunohistoquimicos en tumores experimentales,
analizdndose distintos tumores hepdticos inducidos en ratas macho Sprague-
Dawley con nitrosaminas (Bannasch y col., 1980). Observaron que las células
tumorales mantenian los mismos filamentos intermedios que la célula de la cual

derivaban, clarificando los criterios para la identificacién de los tumores poco
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diferenciados y sus metdstasis.

También en 1980, se determiné que a diferencia de los F.I. vimentina,
desmina o filamentos gliales, que consisten normalmente en un solo tipo de
subunidad de proteina, los filamentos de citoqueratina, son una compleja
familia de diferentes polipéptidos. Variando su peso molecular de 40.000 a
68.000, y su pH de 5 a & (Doran y col., Winter y col., Fuchs and Green).

En este sentido se sitia el trabajo de Franke y col. (1981) en el que
afirman que una misma especie exhibe diferentes polipéptidos de citoqueratinas,
observando que las citoqueratinas de los hepatocitos de rata y ratén eran

bastante diferentes, aunque préximas, de las queratinas epidérmicas.

Ya en 1981 se intentan determinar con inmunofluorescencia los tipos de
citoqueratinas de la gldndula mamaria humana y de rata, asi como de los
tumores mamarios humanos e inducidos con DMBA en ratas Sprague-Dawley
(Krepler y col., 1981). Estos autores utilizaron sueros obtenidos en cobaya,
anti-queratina epidérmica bovina y anti-citoqueratina polipéptido D (procedente
de hepatocito de ratén) y observaron menor intensidad y porcentaje de células
positivas con la citoqueratina polipéptido D en todas las pruebas realizadas. Al
emplear el suero anti-queratina epidérmica de bévido en glindula mamaria
humana, carcinomas intraductales humanos, gldndula mamaria de rata en
lactacién y en reposo, obtuvieron una tincién intensa en las células epiteliales
ductales y en las células mioepiteliales. Debido a esta variacién de la intensidad
de la fluorescencia al aplicar los dos sueros, indicaron que las células de un
carcinoma determinado pueden presentar distinta composicién en su citoes-

queleto, mostrando distintos subtipos de citoqueratinas, pero consideraron que
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las células carcinomatosas siempre son positivas a alguna citoqueratina. Estas
variaciones en el citoesqueleto de las células tumorales se atribuyen segin estos
autores, a un grado de diferenciacién distinto o a un origen variado de las
células. Los adenocarcinomas mamarios inducidos con DMBA revelaron una
tincidn especifica de las células carcinomatosas y mioepiteliales con los

anticuerpos anti-queratina epidérmica bovina anti-citoqueratina D hepdtica.

Solamente un afio después, Moll y col. (1982) realizaron vartos y
exhaustivos trabajos, con los que intentaron identificar las diferentes
citoqueratinas. Fruto de ellos es la conocida clasificacién de citoqueratinas de
Moll y col. que actualmente estd plenamente aceptada. Dicha clasificacién se
realiza segiin el peso molecular de los distintos subtipos de citoqueratinas, y su
pH. Los diferentes polipéptidos de las citoqueratinas humanas pueden ser

divididos por electroforesis en gel de doble dimensién en ciertos subgrupos:

* 0y inas 1y 2:
CK 1: con peso molecular de 68 kd y pH 7°8.
CK 2: Con peso molecular de 65°5 kd y pH 7°8.

Se han descrito en la epidermis queratinizada.

Con peso molecular 63 kd y pH 7°5.

Se han encontrado en cérnea humana y en cérnea bovina.

CK 4: con 59 kd de peso molecular y pH 73,
CK 5: con 58 kd de peso molecular y pH 7 4.
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CK 6: con 56 kd de peso molecular y pH 7°8.

Estos componentes se han observado en algunos epitelios estratificados no
queratinizados del hombre, como en la mucosa de la lengua, en la triquea y en
glandulas sudoriparas de la piel y gldndula mamaria. Los componentes 5 y 6,

se han observado también en la epidermis y en los foliculos pilosos.

CK 7: con peso molecular de 54 kd y pH 6.
CK 8: con peso molecular 52°5 kd y pH 6 1.
Estas citoqueratinas se han encontrado en diversos epitelios simples, epitelio de

transicién de la vejiga de la orina y en varias gldndulas apocrinas.

CK 9: con peso molecular 64 kd y pH 574.
CK 10: con peso molecular 56’5 kd y pH 573
CK 11: con peso molecular 56 kd y pH 5 3.

Son citoqueratinas dcidas, que se van a enconirar en la epidermis,

De peso molecular 55 kd y pH 4°9.
Sélo ha sido observada en cérnea humana. Dos polipéptidos dcidos similares

estan presentes en la cérnea bovina.

Con peso molecular de 54 kd y pH 5°1.
Es el principal componente de varios epitelios escamosos estratificados.

Probablemente se corresponde con una citoqueratina de peso molecular 47,
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encontrada en el eséfago bovino por Franke y col., en 1981,

* Ci : L17:
CK 14: Peso molecular 50 kd y pH 5 “3.

CK 15: Peso molecular 50 kd y pH 4°9.

CK 16: Peso molecular 48 kd pH 5°1.

C-17: Peso molecular 46 kd pH 5°1.

Estas citoqueratinas de peso molecular bajo y pH 4cido, se encuentran en
diferentes combinaciones, en la eptdermis, en los foliculos pilosos y en muchos

epitelios estratificados no queratinizados.

Su peso molecular es de 45 kd y pH 5°7.

Esta citoqueratina tiene una distribucién muy parecida a la citoqueratina §.
Parece ser que se corresponde con la "citoqueratina D" descrita originalmente
en algunos epitelios humanos y de roedores (Krepler y col., 1981), y bovinos
(Schiller y col., 1982).

Su peso molecular es de 40 kd y el pH de 5 2.

Se encuentra en la mayoria de los tejidos epiteliales. Aparece como el
componente principal de los epitelios simples y como citoqueratina minoritaria
en los diversos epitelios estratificados. Aparece también en carcinomas de
células escamosas (Wu and Rbeinwald, 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 las que denominan polipéptidos individuales) en 7 clases diferentes
de acuerdo con su reactividad inmundlogica y su peso; ademds de tres familias
de CK, usando 3 anticuerpos monoclonales anti-citoqueratinas obtenidos en
ratén, a los que denomina AE1, AE2 y AE3. El anticuerpo AE1 (familia AE])
reacciona con las siguientes clases de CK: de 40 kd, 50 kd, y 5675 kd,
mientras que AE3 reacciona con las de 46 kd, 52 kd, 58 kd, y 65-67 kd.
Resulta curioso observar que AE2 reacciona con los miembros de peso
molecular mds alto de las dos familias anteriores, como los de 56,5 kd y 65-67
kd. Con lo que realmente las familias de citoqueratinas quedarian reducidas a
dos grandes familias AE1 y AE3. Estos autores consideran que las distintas
clases de CK son marcadores de diferentes tipos de diferenciacion epitelial, asi
las citoqueratinas agrupadas en las clases de 50 y S8 kd serian marcadores de
todos los epitelios estratificados escamosos, mientras que las clases de 56,5 y
65-67 kd, son marcadores de epitelios queratinizados. Estos conceptos pueden
tener importancia a la hora de futuros estudios de diferenciacién epitelial para

diagndésticos diferenciales en carcinomas (Sun y col., 1983).

En afios posteriores, el estudio de las CK se dirigié hacia la
caracterizacién de diversos tumores epiteliales. Thomas y col. (1984), estudian
las citoqueratinas que se encuentran en distintos tumores de piel, comparando
los resultados con la expresién de CK en piel humana. Afinan un poco mds a la
hora de situar los distintas subclases de citoqueratinas. Por ejemplo, encuentran
CK 18 y CK 17 en la capa basal de la epidermis normal y CK 12 en las capas
suprabasales y en algunas células basales, a diferencia de Moll y col. (1982) y
Franke y col. (1981) que sélo detectaron esta CK en cérnea humana y bovina

respectivamente. Asi, en los carcinomas de células basales encuentran tincién
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uniforme para la CK 18 y para la CK 17 con menor intensidad y pequeiios
focos que se tifien con la citoqueratina de 55 kd, la CK 12. Los carcinomas
invasivos de células escamosas se tifien difusamente para las CK de 45, 46 y 55
kd y en algunos tumores las zonas disqueratdsicas y zonas cornificadas existe
tincion para la de 63 kd. Este patrdn de tincidén irregular indica desdrdenes en
la queratinizacién de los queratinocitos. Tal y como indicaron Viac y Reano
(1982) la presencia de grupos de células fuertemente tefiidas junto a células
negativas a la CK de 63 kd sugiere que las poblaciones celulares entre
carcinomas escamosos puede ser heterogénea con relacidén a su grado de
maduracidn escamosa y de ahi su diferente expresién de CK. Los carcinomas
de células escamosas in situ, muestran una intensa tincién para las
citoqueratinas de aito peso molecular (55 y 63 kd). La pérdida de polaridad que
aparece en este tipo de tumores estd asociada aparentemente con una marcada

alteracién en el proceso de la queratinizacién (Thomas y col., 1984).

La progresiéon de un tumor en la epidermis humana y en la de ratén
puede estar asociada a una reduccién de proteinas citoqueratinas de alto peso

molecular (Klein-Szanton, 1983).

También en este afio, se demostré en cultivos celulares de carcinomas
mamarios inducidos en ratas con DMBA, que las células basales alargadas,
células mioepiteliales derivadas de 1a célula madre, se tefiian mds intensamente
con la citoqueratina epidérmica de ratén, que las células epiteliales (Bartek y
col., 1985). La diferente expresion de CK de las células basales fue confirmada
por Bartek y col. (1985) con anticuerpos anti-citoqueratina 19 al senalar que si
se tefifa la gldndula mamaria humana pero no las células mioepiteliales ni

algunas epiteliales luminales.
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La importancia de la técnica inmunohistoquimica empleada para la
deteccién de las distintas CK comienza a ser evaluada por Battifora y col.
(1986), los cuales realizando trabajos con diferentes tejidos -epiteliales,
describen la importancia de la fijacién de los tejidos (con etanol y no con
formalina), para el estudio de sus citoqueratinas, sobretodo si se realiza con
anticuerpos monoclonales, asi como la conveniencia de efectuar una digestion

previa con proteasas.

Pinkus y col., (1986) establecen la utilidad de las citoqueratinas como
marcadores de tumores epiteliales, incluso superiores al EMA (epithelial

membrane antigen).

En cuanto a la inmunotincién de carcinomas sebdceos, Takata y col.
(1989) realizaron un estudio inmunohistoquimico de 22 casos de carcinomas
sebdceos de gldndula parétida humana, demostrando la presencia de abundante
material lipidico en la mayor parte de las células tumorales, al tefiir el tumor
con Suddn negro B. Ademds utilizaron marcadores epiteliales tales como
citoqueratinas y EMA, encontrando una marcada inmunoreactividad para las
CK 6 (56 kd) y CK 9 (64 kd), asi como para el EMA. Las citoqueratinas se
expresaron en el citoplasma de las células tumorales y el EMA sélo en la

membrana citopldsmica.

También en este mismo afio, Latham y col. (1989) investigaron la
diferenciacion de las gldndulas sebédceas utilizando diferentes marcadores como
el EMA, la involucrina, y las citoqueratinas 4, 10, 18, 6 y 14 (clasificacién de
Moll y col., 1982). En cuanto a las citoqueratinas llegaron a las siguientes

conclusiones:
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CK 18 y 6: reaccionan con todas las células de la gldndula sebdcea,
epidermis y foliculos pilosos.

CK 14: reconoce solo las células basales de la glandula sebdcea haciendo
distincién por lo tanto entre células diferenciadas e indiferenciadas.

CK 10: reconoce sebocitos diferenciados y suprabasales

CK 4: tific basales, suparabasales y sebocitos maduros. En este punto
difieren de los trabajos de Van Mujien y col. (1986) que no obtuvieron tincién
para esta citoqueratina en cortes de gldndulas sebdceas y con Moll y col. (1982)
que limitan esta citoqueratina sdlo a epitelios estratificados no cornificados.
Latham y col. (1989) sugieren que la diferencia radica en la metodologia
empleada pues ellos utilizan cortes de criostato y proteolisis previa,
confirmando la importancia de la técnica empleada para la correcta

interpretacién de los resultados.

Battifora (1989) basdndose en los trabajos anteriores {Moll y col., 1982)
divide a la familia de las citoqueratinas en dos subfamilias (A y B), segiin su
peso molecular, su inmunoreactividad con anticuerpos monoclonales de
especificidad restringida y su punto isoeléctrico. La subfamilia A estd formada
por queratinas de peso molecular 5675, 55, 54, 50, 48, 46, 45, y 40 kd. Los
miembros de esta familia tienen un punto isoeléctrico relativamente dcido. La
subfamilia B estd compuesta de citoqueratinas de 65-67, 64, 59, 58, 56, 54 y
52 kd y teniendo un punto isoeléctrico relativamente bdsico. Excepto por la
citogqueratina de 40 kd (Moll 19), los miembros de la subfamilia A tienen su
correspondiente miembro en la subfamilia B. Cada par tienen una categoria
similar por su peso molecular entre sus respectivas subfamilias y en general
tienen formas parecidas de expresion. Esta correspondencia ya fue sefialada por

Sun y col. (1983). Hay que hacer notar que en cada par, el miembro de la sub-
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familia B es mayor que la de A en 8 kd. Asi, por ejemplo, el par formado por
las citoqueratinas mds pequefias de cada grupo, con 45 kd y 52 kd se encuentra
normalmente en escasa cantidad en epitelios simples solamente, pero parece ser

abundante en algunas neoplasias epiteliales (Battifora, 1989).

Como ya se ha senalado, es crucial la técnica empleada, pero aiin lo es
mads el anticuerpo anticitoqueratina empleado. Segin senala Battifora (1989), en
los estudios inmunohistoquimicos de neoplasias de estirpe epitelial es preferible
usar anticuerpos monoclonales, ya sean solos 0, lo que es mds habitual en los
diagndsticos de rutina, las mezclas o ‘"cocktails" de anticuerpos
anticitoqueratinas. Los anticuerpos monoclonales superan en especificidad y
sensibilidad a los antisueros policlonales, mds usados hasta entonces. Los
anticuerpos anticitoqueratinas pueden ser divididos por tanto, en dos grupos,
uno que agrupa los de amplio espectro, que reconocen epitopos compartidos
por muchos miembros de la familia de citoqueratinas, y otro que incluye
anticuerpos que reconocen un epitopo restringido a unos pocos miembros o una
sola CK. Asi, por ejemplo, los anticuerpos mas utilizados en el diagnéstico
habitual son, por una parte, las CK 18 y 19, que son sueros con especificidad
restringida a unas pocas citoqueratinas de bajo peso molecular y que actian
como detectores de diferenciacién epitelial, ya que estas CK de bajo peso
molecular se expresan en muchas neoplasias epiteliales (Battifora, 1989). Por
otra parte, como ejemplo de anti CK de amplio espectro tenemos los AEl y
AE3, citados ya por Sun y col. (1983).

En 1991, Bartek y col., facilitan en gran medida la investigacién
inmunohistoquimica de las CK al fabricar 14 nuevos anticuerpos monoclonales

para CK. Este panel incluye anticuerpos monoclonales de reactividad
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panepitelial, anticuerpos monoclonales contra epitopos compartidos por dos
CK, y anticuerpos monoclonales que reaccionan o son aparentemente
especificos de CK individuales. Ademads, estos anticuerpos pueden ser usados
en tejidos incluidos en parafina; una de las desventajas de los anticuerpos
disponibles hasta ahora era la pérdida de sensibilidad hacia los epitopos diana

en los tejidos fijados y posteriormente incluidos en parafina.

Usando estos mismos anticuerpos, Staskova y col. (1991), revelan que
existe una reactividad cruzada entre especies para anticuerpos monoclonales
individuales. Asi, para la queratina 8 humana pueden existir hasta 12 epitopos
distintos en diferentes especies animales. Por lo tanto la expresion de las CK

puede variar en las distintas especies animales (Russo y col., 1990).

Tampoco, Tsubura y col. (1991) encontraron citoqueratina 8 en el
aparato pilosebdceo de piel humana, aunque tuvieron una ligera positividad en
las células periféricas de las glandulas sebdceas para la CK 14. Es muy
interesante el trabajo de Zouboulis y col. (1981) sobre las CK como
marcadores de diferenciacion sebocitica in vitro. Para las CK 4 y 7 solamente
observaron tincién en sebocitos in vitro pero no en cortes en tejido. También
comprobaron una marcada expresién de CK 19 en sebocitos en comparacion
con los queratinocitos, y una ausencia total de CK 1 y 2 que son encontradas

tipicamente en cultivo de queratinocitos,

Doran y col. (1991) realizaron un trabajo semejante al anterior,
demostrando in vitro la naturaleza epitelial de los sebocitos humanos aunque

son negativos para los anticuerpos propios de queratinocitos.
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Por otra parte Markey y col. (1991) estudiando tumores de origen
epitelial en humanos, sefialaron que la expresién de citoqueratinas tipicas de
epitelios simples por parte de los queratinocitos tumorales podria estar

relacionada con la invasién tumoral.

Shabana y col. (1992) realizaron cultivos de células epiteliales humanas
para observar la expresién de citoqueratinas en los diferentes estadios de
estratificacién. Asi, en los estadios iniciales de formacion de colonias, todas las
células expresan el mismo tipo de citoqueratinas, la de células basales (14}, las
CK marcadoras de epitelios simples (8, 18 y 19) y la CK (16). Cuando hay
estratificacién, aparecen las CK 4 y 13 que son marcadores de diferenciacion

de epitelios estratificados no queratinizados.

En 1992, Tchornobay y col. realizaron un estudio sobre un carcinoma
humano sebdceo extraocular, sin diferenciacién escamosa, ni diferenciacién de
células basales (tumor extremadamente raro y agresivo) y se encontraron

citoqueratinas tipicas de capas suprabasales.

La deteccién en los tumores cutdneos de CK correspondientes a otras
localizaciones en tejidos normales ha continuado en los afios 90. Larcher y col.
(1992) observaron que la CK 8 tipica de epitelios simples se expresaba en
carcinomas de piel del ratén y no en los papilomas. Ademds, esta queratina
presentaba una correlacién entre su positividad y el grado. de malignidad del

carcinoma.

Kartasova y col. (1992) observaron que las CK | y 10 son comunmente
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expresadas en las capas diferenciadas de tumores benignos epiteliales humanos,
pero se pierden en la transformacién maligna de la carcinogénesis de la piel.
Sugieren que las células tumorales benignas expresan queratinas suprabasales

por lo que las células son diferenciadas y su proliferacién es menor.

Moll y col. (1992) describieron una nueva citoqueratina, la citoqueratina
20, expresada por el epitelio intestinal, gdstrico, urotelial y por las células de
Merkel. Se ha comprobado que es un marcador importante para diferenciar

diferentes tipos de carcinomas.

En cuanto a la reactividad interespecies, un trabajo reciente ha
confirmado su conservacién. Chaloin-Dufau y col. (1993) en un estudio sobre
citoqueratinas 3 y 12 de vertebrados demostraron que la queratina acidica CK
12, estd altamente conservada a lo largo de todas las especies, menos en la
trucha, mientras que la CK bdsica 13, muestra variaciones entre especies y solo

ha sido identificada en mamiferos.

Por otra parte, Wollina y col. (1992) realizando un estudio
inmunohistoquimico comparativo entre piel porcina y piel humana no
encontraron ninguna expresion de citoqueratinas en las glindulas sebdceas de
las dos especies. Estos autores, por otro lado, afirman que las investigaciones
inmunohistoquimicas en el cerdo son dificiles porque los anticuerpos
monoclonales especificos de estos tejidos no son todavia comerciales, y
ademds, una posible explicacién a la falta de tincién de las glandulas sebdceas
con CK, puede ser el bajo nivel de expresién que tengan (Groves y Tucker,
1989). Asi pues, Wollina y col. (1991) en un estudio sobre piel porcina,

alternaron sucesivamente anticuerpos mono- y policlonales.
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En 1993, Stoler y col., estudiaron la transformacion en cultivo de un
carcinoma escamoso de piel de ratén en un carcinoma fibroblastoide. Al
estudiar las CK sefialan que algunos de estos tumores expresan CK pero de una
manera muy pobremente organizada, mientras que otros pierden completamente
la expresion de queratinas. Parece existir por tanto una relacién entre la

pérdida de expresién de CK y la malignidad tumoral.

Traweek, y col. (1993) realizan un exhaustivo e interesante trabajo,
debido a que se ha demostrado que existe inmunoreactividad a las queratinas en
tumores de misculo liso, y origen no epitelial (Brown, D.C. y col., 1987;
Miettinen, M. 1988; Chase D.R. y col., 1984, Farhood, A., 1991). Mediante
la técnica de PCR (Polymerase chain reaction) se ha estudiado los tres genes de
queratinas mds primitivas (8, 18, 19) en tejidos mesenquimatosos y
hematopoyéticos, para comprobar la especificidad de la asociacion entre estos
filamentos intermedios y las células de origen epitelial. Estos autores llegan a la
conclusién de que efectivamente la expresion del gen filamento citoqueratina no
estd restringido a células de origen epitelial y se han encontrado en distintos
tejidos, como fibroblastos normales, células mononucleares en sangre

periférica, nédulos linfaticos.
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11.2.2.- LECTINAS

DEFINICION

Las lectinas son proteinas de origen no inmune obtenidas
fundamentalmente de plantas que tienen la propiedad de unirse especificamente
a carbohidratos (Calderé y col., 1990). Su primera descripcién, fué realizada
por Stillmark (1888) al observar que los extractos de las semillas de ricino
(Ricinus comunis) provocaban una aglutinacién de los eritrocitos humanos y de
algunos animales de experimentacién. Posteriormente se han ido descubriendo
nuevos extractos proteicos de otras semiilas que también tienen capacidad para
aglutinar eritrocitos por lo que se propuso la denominacién de hemaglutininas
vegetales para estas sustancias (Sharon y col., 1972). Su nimero inicial se ha
incrementado con los afios al descubrirse mas compuestos con propiedades
similares en plantas inferiores, bacterias, hongos e incluso animales vertebrados
e invertebrados (Sharon, y col., 1972), observdndose ademds, que no solo
aglutinan eritrocitos, sino que aglutinan también células neopldsicas (Aub y col.
1963 y 1965) y estimulan la divisién de los linfocitos (Nowell, 1960). Por ello,
han sido nombradas también como aglutininas naturales, como heteroaglutininas

o anticuerpos naturales (Kocourek, 1986).

El término actual "lectinra" (del Latin legere: elegir o escoger) lo
introdujeron Boyd y Shapleigh (1954) como un nombre genérico para designar
unas sustancias que presentaban la capacidad de unirse selectivamente a
moléculas de carbohidratos, de manera similar a como lo hacen los an-

ticuerpos, pero sin la estimulacidn antigénica.

En los iltimos veinte afios el interés por las lectinas ha aumentado
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considerablemente y se han descubierto sustancias de origen muy diverso
(enzimas, hormonas, proteinas transportadoras...), que a pesar de sus simili-
tudes con las lectinas, no deben ser consideradas como tales, ya que aunque se
unen selectivamente a los azicares, no aglutinan ni precipitan conjugados y a
menudo producen alteraciones metabdlicas al azdcar al cual se unen. Para
aclarar la situacién, Goldstein y col. (1980) definieron las lectinas como "un
grupo de proteinas o glicoproteinas de origen no inmune que tienen la
capacidad de aglutinar células y/o precipitar conjugados”, indicando las

siguientes caracteristicas:

- que las lectinas tienen por lo menos dos lugares de unién a los
carbohidratos especificos de las células que aglutinan y/o a los
polisacéaridos, glicoproteinas o glicolipidos que precipitan

- que la especificidad de la lectina se establece, habitualmente, en
funcién de los monosacdridos u oligosacdridos que inhiben las reacciones

de aglutinacién, precipitacién o agregacién inducidas por la lectina

Calder6é y col. (1990) anadieron otro punto mds a esta definicién
sefialando que las lectinas no desarrollan ninguna actividad metabdlica sobre el

azuicar al cual se unen.

ESPECIFICIDAD

La mayoria de las lectinas reaccionan con aziicares no reducidos situados
en la posicién terminal de los glicoconjugados, pero pueden existir lectinas que
reaccionen con componentes internos o ramificados de las cadenas de los

carbohidratos; por ejemplo, Concanavalina A (Con A), ademds de unirse a los
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azucares alfa-manosa y alfa-glucosa terminales, tambien reacciona con residuos
de alfa-manosa situados en el interior de la cadena (Gallager, 1984; Goldstein y
col., 1986).

Aunque la unién carbohidrato lectina recuerde a una unidn antigeno-
anticuerpo, el tipo de enlace que se establece es 14dbil, no covalente y
reversible. En ocasiones, se requiere la presencia de metales pesados, como
Ca**, Mn ** y Mg **, para mantener activos sus lugares de unién (Goldstein y
col., 1986).

La especificidad de las lectinas se establece mediante técnicas de
inhibicién de la aglutinacién de células o de la precipitacién de glicoconjugados
(Calderd y col., 1990). Se considera como carbohidrato mds especifico de una
lectina, aquel que inhibe las reacciones de aglutinacién o de precipitacion a una
concentracién mds baja. Sin embargo las estructuras glicoconjugadas presentes
en los tejidos son complejas y se encuentran relacionadas con otras estructuras
tisulares y celulares, lo que complica los estudios histoquimicos pues lectinas
con la misma especificidad in vitro, muestran distinta reactividad en los tejidos

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

CLASIFICACION

Se han realizado numerosos intentos con la finalidad de unificar criterios
para una mejor clasificacion de las lectinas. Gallagher (1984) propuso una
clasificacién basada en los carbohidratos que son capaces de inhibir las
reacciones inducidas por las lectinas. Esta clasificacidn dividia a las diferentes

lectinas en dos grandes grupos:
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a) lectinas de clase I: que pueden ser inhibidas con bajas concentraciones
de monosacdridos.
b} lectinas clase II: las que son inhibidas exclusivamente por

oligosacdridos.

Pero la mayoria de los autores prefieren agrupar las lectinas en funcién
de su especificidad de unién a los azicares terminales en las cadenas de
carbohidratos (Goldstein y col., 1986), asi quedarian clasificadas en cinco

grupos:

1.- Lectinas que se unen a glucosa/manosa:

Con A (Concanavalin A} Canavalia ensiformis
LCA (Lens culinaris) Lens esculenta
PEA (Pea garden) Pisum sativum

2.- Lectinas que se unen a N-acetilgalactosamina/galactosa:

BPA Bauhinia purpurea

DBA Dolichus biflorus

GSA-I Griffonia simplicifolia-1-A4
GSA-I Griffonia simplicifolia-1-B4
HPA Helix pomatia

LBA (Lima bean) Phaseolus lunatus

MPA Maclura pomifera

PNA (Peanut) Arachis hypogaea

RCA-I Ricinus communis

SBA (Soybean) Glycine max
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SIA
VVA
WFA

3.- Lectinas que se unen a L-fucosa:

LTA
UEA-I
AAA

Sophora japonica
Vicia villosa

Wiostaria floribunda

Lotus tetragonolobus
Ulex europaeus |

Aleuria aurantia

4.- Lectinas que se unen a N-acetilglucosamina

DSA

GSA-II

PWM (Pokeweed)
STA

UEA-II

WGA (Wheat germ)

Datura stramonium
Griffonia simplicifolia 11
Phytolacca americana
Solanum tuberosum
Ulex europeus Il

Triticum vulgare

5.- Lectinas que se unen al acido sidlico:

LFA
LPA

Limax flavus

Limulus polypehmus

Se las nombra por las iniciales de la planta de origen mds la palabra aglutinina,

exceptuando algunas, en las que las iniciales son las del nombre comiin en

inglés (que va en paréntesis).
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HISTOQUIMICA

En cuanto a su aplicacién en histoquimica, las lectinas se han utilizado
como marcadores histoquimicos en el estudio de la diferenciacion celular y de
la transformacién neopldsica en distintos tejidos (Hakomort y col., 1983;

Marumatsu, 1988).

A finales de los afios 60 y principios de los 70 varios autores
describieron a las lectinas como un apoyo més a la hora de diferenciar entre
células neopldsicas y no neopldsicas en aquellos casos en los que no estd muy
clara la diferencia, como en hiperplasias de mama, pdlipos de intestino y varias
hiperplasias de piel. Estas lectinas aglutinarian las células tumorales pero no las
normales. (Burger y col., 1967; Inbar y col., 1969; Ben-Basset, 1970 y Rapin
y col., 1974).

En las células normales, las glicoproteinas receptoras de lectinas estdn
uniformemente distribuidas en la superficie, aunque estos lugares estin
normalmente protegidos o cubiertos por algin componente de la membrana
plasmdtica que pueden ser modificados por una ligera tripsinizacién (Burger y
col., 1970). Por el contrario, los lugares receptores en la membrana plasmitica
de las células neopldsicas estan agrupadas y cuando se tratan con lectinas, las
células se aglutinan (Sharon y col., 1972; Vlodausky y col., 1975). Segin otros
investigadores (Sela y col., 1970; Sharon y col. 1975) aglutinan todo tipo de
células tumorales, independientemente de que el tumor sea espontdneo o
inducido por agentes quimicos, virales o por radiaciones ionizantes. Tras estos

estudios, Bauer y col. (1977) afirmaron que las glicoproteinas de la superficie
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de las células tumorales difieren de las glicoproteinas de las células normales y
Brawell y col. (1978) demostraron que la glicoproteina de la célula tumoral es

dimérica, mientras que en una célula normal es monomeérica.

En 1981 Louis y col. utilizando Con A marcada con isotiocianato de
fluoresceina de tumores en epidérmicos humanos, confirman que los receptores
de la superficie celular de las células tumorales estan anormalmente distribuidos
en grupos en la superficie. En este estudio, Louis y col. consiguen una tincidn
muy diferente en distintas lesiones epidérmicas estudiadas: las hiperplasias y los
nevi, no se tifieron con la Con-A, otras lesiones precancerosas como la
queratosis solar, emitieron una ligera fluorescencia o fueron negativas y los
tumores malignos, como el carcinoma de células escamosas o el carcinoma de
células basales, presentaron una gran positividad en la superficie celular y en el

citoplasma.

En 1982, Holthofler y col., continuan aplicando lectinas marcadas en

distintos tejidos en congelacién. Destacan que UEA-I es un marcador del

. endotelio vascular de la especie humana dando positividad en todos los vasos
sanguineos dermales y subcutdneos, asi como el contorno de células epidér-
micas de capas medias y las gldndulas sebdceas, sudoriparas y foliculos pilosos,

especialmente en las células corticales.

Las lectinas también se han utilizado para el estudio de la diferenciacidn
celular. Nemanic y col. (1983) emplean lectinas marcadas con rodamina en la
diferenciacién epidérmica y observan aiteraciones en el patron de tincién de las
membranas de los queratinocitos. Asi, para estos autores, el estrato granuloso

contiene 3 o 4 veces mds glicolipidos que el estrato cérneo y atribuyen este
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cambio en los azicares de la superficie celular a la accién de glucosidasas
especificas de la epidermis. También senalan que las capas basales se tifien
principalmente con Con A, RCA y WGA; ¢l PNA tiiie el estrato granuloso y
UEA-I el estrato granuloso y la parte superior del espinoso. En ningiin caso se

tingd el estrato cérneo.

En cuanto al epitelio glandular, concretamente en glandulas sebdceas y
gldndulas sudoriparas, (Ookusa, 1983 y Schaumburg, 1984), se ha sefialado
que la intensidad de tincidn con las lectinas se incrementa durante la
maduracién celular y que DBA, RCA, y SBA distinguen entre células

superficiales y células basales de las glandulas sudoriparas ecrinas.

Por otra parte, el patrén de tincién parece ser el mismo en distintas
especies animales pues, segin Elias y col. (1983) en la epidermis humana, de
rata y de raton, la capa basal se tifie con CON-A, PSA, RCA, WGA y LCA;
el estrato espinoso con Con-A, PNA, RCA, SBA y WGA y el estrato

granuloso igual que el anterior mds UEA-IL.

Muchos autores postulan que los patrones de tincién de lesiones
pretumorales o neoplasias bemignas con lectinas son similares a los descritos en
piel normal, mientras que en las neoplasias malignas aparecen diferentes tipos
de tincién. Asi Schaumburg-Lever y col. (1986) afirman que en las lesiones

preneopldsicas existe una pérdida de tincién de PNA.

En 1986, Von Kuster y col. realizaron un trabajo muy interesante con
Con A y LCA en glindula sebdcea normal y neopldsica, llegando a los

siguientes resultados: en las gldndulas sebdceas, la reaccién fué positiva en la
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membrana plasmdtica asi como en las membranas de las vacuolas lipidicas
intracitoplasmaticas. La tincidon de gldndulas sebdceas hiperpldsicas resultd
idéntica a las de gldndulas sebdceas normales, sin embargo en los adenomas
sebdceos la tincién queda reducida a células diferenciadas en ¢l centro de los

I6bulos y en los carcinomas sebdceos, se tifien las células mds maduras.

La variacién de la histoquimica normal de las lectinas en los tumores se
ha demostrado también en otros tipos tumorales como, por ejemplo, en tumores
de colon donde se han observado cambios progresivos de la reactividad en los
adenomas con grados crecientes de displasia hasta alcanzar, en los adenomas
con displasia severa, un patrén similar al existente en los carcinomas

(Kellokumpu y col., 1986).

Damjanov (1987) clasifica estos cambios de los glicoconjugados de
células neopldsicas en:

a) pérdida de ciertos carbohidratos normales

b) incremento de los carbohidratos habituales

¢) distribucién alterada de los carbohidratos normales

d) aparicién de carbohidratos que no se han encontrado en

células normales adultas de las que procede el tumor.

Un afio después, Dansey y col. (1988) mostraron diferencias
significativas en los patrones de unién de las lectinas y en la intensidad de la
reactividad entre el epitelio normal, lesiones proliferativas benignas y el cdncer
de mama. Por ejemplo, la modificacién de la reactividad normal de algunas
lectinas principalmente de la PNA y Con A, se ha relacionado con la

agresividad histoldgica del tumor, con su capacidad metastdtica y el prondstico
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de la neoplasia.

También, Sasano (1989) intenta utilizar las lectinas para el estudio de
neoplasias de la gldndula adrenal con la finalidad de determinar diferencias en
la composicién de los glicoconjuados celulares entre tumores benignos y
malignos. Unicamente la lectina RCA ha mostrado en ocasiones afinidad en los
carcinomas corticales pero en los adenomas. Por lo que se desaconseja el uso
de lectinas como marcador diferenciador de tumores suprarenales benignos y

malignos de la especie humana (Calderé y col., 1990).

Otros autores como Li Px (1990) afirman la valided de las lectinas al
realizar un estudio histoquimico en neoplasias pulmonares humanas,
observando que ia tincién débil con Con A y PSA, en carcinomas de células
pequenas y la tincién negativa en carcinoides y melanoma malignos, ayuda a

clasificar su origen.

También las lectinas se han utilizado para estudiar la maduracion tisular.
Asi en 1988, De Lellis, con respecto a la tincién con lectinas de los tejidos
epiteliales, hace una especial mencién a la expresién de los carbohidratos en
epidermis, gldndulas ecrinas y gldndulas sebdceas (Schaumburg-Lever y col.,
1984). Algunos estudios han demostrado que la intensidad de tincién con PNA
y SBA se incrementa durante 1a maduracién celular y que DBA, RCA-1 y SBA
distinguen entre entre células superficiales y células basales de las gldndulas
sudoriparas ecrinas (Ookusa y col., 1983) lo que confirma una vez mds que
existen cambios de tinciéon durante la diferenciacién celular desde la capa

germinativa hasta la capa cérnea.
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Asi mismo, Atoji y col. (1988), realizan un interesante trabajo con
lectinas comparando la gldndula interdigital de un feto y un animal adulto
(antilope cabra japonés). Dicha glindula es sebdcea y apocrina. Las glindulas
sebdceas del animal aduito y del feto se tifien con PNA, RCA, SBA, WGA y
Con A, aunque en el feto el grado de tincién con RCA, SBA, WGA y Con A,
es mayor. Observaron también que UEA reacciona con la parte apocrina de la
glandula interdigital, pero no con la gldndula apocrina de la superficie de la
piel con lo que sugieren que la porcién apocrina de esta gldndula tiene diferente

funcién que la de la piel.

En 1990, Calderé y col. en una revisién sobre lectinas, abren cierta
polémica al afirmar que, aunque los resultados obtenidos con lectinas son
alentadores, la aplicacién de estas sustancias para el diagndstico
anatomopatolégico es todavia limitada. Sefialan que la utilidad mds importante
en este campo es ¢l reconocimiento de endotelios mediante UEA-I, lo cual
permite utilizarla como marcador de células endoteliales, tumores de origen
vascular e invasién vascular metastdtica (Gonzalez y col., 1988; Terg y col.,
1988). Aunque otros autores afirman que este marcador es mds sensible, pero
menos especifico que el antigeno relacionado con el factor VIII (Wick y col.,
1987; Leader y col., 1986).

En su completo trabajo de revisién Calderd y col. (1990) concluyen que,
a pesar de sus limitaciones en el dmbito de la histopatologia diagndstica, las
lectinas son ttiles para estudiar procesos como la diferenciacién celular y la
transformacién neopldsica y auguran que en un futuro préximo las lectinas
podrian ayudar tanto en el diagnéstico de las neoplasias como en el

establecimiento de pardmetros prondsticos.



Revisidn Bibliogréfica 45

Taatjes y col. (1990) afirman que las lectinas si pueden ser \tiles para
diferenciar ciertos tipos celulares del pulmén y por tanto, usarse para investigar
la dindmica celular durante el desarrollo pulmonar y su remodelacién. Existen
lectinas que se unen muy claramente a un determinado tipo celular, por
ejemplo, la LEA, se une especificamente al epitelio de bronquiolos y alveolos,
mientras que la GS-I se une selectivamente al endotelio de los capilares

alveolares (Bankston y col., 1991).

En afios posteriores, ha continuado el empleo de lectinas en neoplasias y
asi, Sasano y col. (1991) sefalan que la tincién con lectinas es ufil para
distinguir tumores. Por ejemplo, en las neoplasias ovdricas serosas y mucinosas
de la mujer, la transformacién maligna de las neoplasias se asocia a la
alteracién de glicoconjugados y especialmente los tumores de baja malignidad
tienen una composicion diferente de los glicoconjugados celulares de los
carcinomas ovdricos invasivos. Boland y col. (1991) afirman que la lectina
ACA (amaranthin) puede ser usada para identificar focos de proliferacion

anormal en sindromes de cancer colorectal familiar en la especie humana.

En lo referente al estudio comparativo de lectinas en distintas especies,
Wollina y col. (1992) realizaron un interesante trabajo en el aparato
pilosebdceo del cerdo y del hombre en el que consiguieron tincién muy intensa
para los sebocitos periféricos con Con A y WGA en ambos especies. Los
sebocitos centrales de las dos especies tuvieron tincién de menor intensidad con

Con A y WGA que los sebocitos periféricos.

Por iltimo, se contimian abriendo nuevos campos de investigacidén y

distintas aplicaciones para las lectinas. Asi, se han descrito nuevas lectinas
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aisladas de la leucemia basofilica de la rata (RBL y de los fibroblastos de ratén
3T3) que se unen a galactosa y al C-terminal de la IgE (Brassart y col., 1992).
Esto podria ser un original y nuevo mecanismo para el estudio de desdérdenes

ligados a la IgE, como las alergias alimenticias.



I11.- MATERIAL

Y METODOS
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MATERIAL Y METODOS

II.1.- ES DE EXPERIMENTACION

Para la realizacion de nuestro estudio, utilizamos un total de 45 ratas
hembra, de estirpe Sprague-Dawley. Al comienzo del experimento tenian 4

semanas de vida y un peso que oscilaba entre 80 y 100 gramos.

Durante el tiempo que duré el experimento (396 dias), se sometieron a un
ambiente climatico homogéneo, 2042 °C y a una dieta alimenticia con piensos

estdndar para ratas y ratones (Sanders S-10).

Tanto la alimentacién como el agua de bebida fueron administradas ad
libitum. Los animales fueron alojados en jaulas individuales transparentes de

policarbonato, provistas de rejillas metdlicas con separador de comida y biberén.

II1.2.- INDUCCION TUMORAL

La administracidn del carcindgeno se realizé 15 dias después de la llegada
de los animales, tiempo que consideramos suficiente para la adaptacién de las

ratas a su nuevo ambiente.

El carcindgeno de eleccidn fue el 7, 12-dimetilbenzantraceno, DMBA, C18
H10 (CH3)2, de Fluka, Buchs, Suiza. A cada uno de los 40 animales problema
de 45 dias de edad se le administré por sondaje intragdstrico una dosis de 20 mg.

de DMBA disueltos en 1 ml. de aceite de sésamo. Las 5 ratas testigo, recibieron
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solamente aceite de sésamo en la misma cantidad y de igual forma. Este dia en
el que comenzamos la experiencia con la induccién tumoral lo denominamos dia
1.

I11.3.- GRUPOS DE ANIMALES

Dividimos los animales en 3 grupos principales:
a) grupo testigo
b) grupo sin T.G.Z.
¢) grupo con T.G.Z.

Los animales del grupo a), testigo, fueron n=35; el grupo b) formado por los
animales tratados con DMBA que no han tenido tumores de la glindula de
Zymbal n= 22 y el grupo c) incluye los animales que si han tenido tumores de
Zymbal n=18. Este iltimo grupo los dividimos en 4 subgrupos segiin el periodo
de desarrollo de los tumores de la glandula de Zymbal, teniendo en cuenta la
aparicién del primer tumor, independientemente de la aparicién del segundo

tumor, si o han tenido, hasta que el animal muere o es sacrificado.
GRUPO I: Animales en los que el tumor ha sido un hallazgo de necropsia. Es
decir, que ni era visible, ni era palpable antes de la muerte del animal. En

este grupo estan los animales 1, 19, 25, 31.

GRUPO II: Animales con un desarrollo tumoral de la gidndula de Zymbal de 1
a 2 meses. Fueron los animales 10, 22, 24, 27, 39.

GRUPO III: Animales con un desarrollo tumoral de 2 a 3 meses. En este grupo
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estan los animales 13, 15, 18, 28, 29,

GRUPQO IV: Animales con tumores de mds de 3 meses. En este grupo

encontramos a los animales 17, 32, 34, 35.

ITI.4.- CONTROLES REALIZADOS

Todos los animales fueron sometidos a un control diario de supervivencia
y de estado general. Se ha llevado a cabo un control semanal de observacién y
palpacion para apreciar la presencia de nédulos tumorales, tanto en la region
mamaria (el DMBA es un inductor también de cdncer de mama), como en la
regidn auricular objeto de nuestro estudio. Los tumores de la glandula de Zymbal
(T.G.Z.) no se midieron por tener un crecimiento interno hacia el conducto

auditivo.

Atendiendo al momento de aparicién los T.G.Z. se clasificaron en
4 grupos, independientemente de a qué animal correspondan. Ya que puede haber
animales que tengan ¢l tumor de Zymbal del oido izquierdo en un grupo, y el

derecho esté incluido en otro grupo distinto.

GRUPO NECROPSIA: Tumores que fueron hallazgo de necropsia.
GRUPO 1 MES: Tumores que tuvieron de desarrotio tumoral hasta 1 mes.
GRUPO 2 MESES: Tumores de hasta 2 meses de desarrollo.

GRUPO 3 MESES: Tumores con desarrollo de hasta 3 meses.

Quincenalmente, controlamos la variacién de peso tanto de las ratas

problema, como de las testigo, con una balanza de precisién electrénica.
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II1.5.- SACRIFICIO Y NECROPSIA DE LOS ANIMALES

A lo largo de toda la experiencia se han ido sacrificando ratas para la
obtencién de T.G.Z. en diferentes periodos. En aquellos animales que
presentaron 2 tumores se tuvo en cuenta el de aparicion mds temprana. El
sacrificio se llevé a cabo mediante una sobredosis de anestésico por inhalacién,
para lo que utilizamos éter etilico en cdmara cerrada. Se han ido sacrificando
animales con los T.G.Z. con distinto tiempo de desarrollo tumoral, asi
sacrificamos 2 animales del grupo II, 4 del grupo III, 1 del grupo IV y los 5
animales del grupo testigo. Murieron espontdneamente como consecuencia del

proceso tumoral 33 animales.

Al realizar la necropsia de todos los animales, efectuamos el siguiente

protocolo:

* Obtencién de los tumores de la gldndula de Zymbal, junto con el
pabellén auditivo y el conducto auditivo externo. Estos tumores se
midieron por sus dos didmetros mayores. En algunos fue dificil determinar
alguno de sus didmetros por estar invadiendo cerebro, por estar unido a
una neoplasia mamaria, o0 por su consistencia pastosa. Hemos considerado
los tumores de Zymbal, desde el punto de vista geométrico, como un
elipsoide de revolucién sobre su semieje mayor, criterios comunmente
aplicados en Oncologia Experimental. Hemos hecho, por tanto, una
estimacion aproximada, del volumen tumoral mediante la aplicacién de la
férmula siguiente:
V=4/3 § axb?

Los valores a y b (semiejes mayor y menor, respectivamente), los hemos
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calculado a partir de las mediciones de los didmetros tumorales realizados

en ¢l momento de la necropsia.

* Se recogieron también todos los tumores de mama. Estos tumores, se

pesaron en una balanza de precisién "Cobos C-300".

* Posteriormente continiamos la necropsia ordenada, completa y
sistemdtica, con observacién macroscdpica de todos los drganos y
cavidades del cadaver, procediendose rdpidamente a la toma de muestras

para los distintos tipos de estudio.

IIL.6.- ESTUDIO HISTOLOGICO

I11.6.1.- TOMA DE MUESTRAS:

Recogimos muestras de todos los tumores de la gldndula de Zymbal y de
los tumores mamarios, asi como de todas las metdstasis tumorales que
aparecieron tanto en cavidad tordcica, como en cavidad abdominal, o de cualquier

6rgano que presentase alguna anomalia.

I11.6.2.- FIJACION:
Para la fijacién de estas muestras, hemos utilizado tanto formol al 10%,

como una solucién de Bouin, que lleva la siguiente composicion:

- 73 ml. de una solucién de ac. picrico a saturacién.
- 25 ml. de formalina comercial

- 1 ml. de ac. acético, anadido al momento de ser utilizado.
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En esta dltima solucién se fijaron las muestras tumorales para el estudio
inmunohistoquimico, para lo cual se mantuvieron de 2 a 4 horas, habiéndose
tallado previamente en muestras de 1 cm de espesor. Después de esta fijacién

realizamos sucesivos lavados en alcohol de 40 grados.

I11.6.3.- INCLUSION

El procesado del tejido para microscopia dptica se realizd mediante la
inclusién de éste en parafina sintética "Histosec pastillas” (Merck), con punto de
fusién 56°-58°C. El procesador automdtico de tejidos que se empled fue un
"Shandon-Elliot Bench SCE 0400", la formacién de los bloques se realizé en una

consola Tissue-Tek (dispensador de parafina, consola térmica y crioconsola, de
Miles Scientific).

I11.6.4.- OBTENCION DE CORTES

Los cortes realizados en bloques de parafina se hicieron con un microtomo
de rotacidn tipo "Minot Leiz 1516", con pedal automdtico. Se consiguieron cortes
de 3 y 4 micras. Para el estudio histolégico de la gldndula de Zymbal se

realizaron cortes seriados.

Se realizaron también cortes en congelacién, a partir de material fresco
recien obtenido de la necropsia. Estos cortes se realizaron en un criostato "1720

digital Leitz", y tuvieron un espesor de 6 micras.
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111.6.5.- METODOS DE TINCION

I11.6.5.1.- TECNICAS HABITUALES

- Hematoxilina-Eosina
- Tricrémico de Masson
- Sudan III

I11.6.5.2.- TECNICAS HISTOQUIMICAS CON LECTINAS

Para nuestro estudio histoquimico, las lectinas que hemos utilizado son las
siguientes:
* Lectina que se une a glucosa/manosa:

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

* Lectina que se unen a N-acetilgalactosamina/galactosa:

PNA: Arachis Hypogaea. De Sigma Flucks a la dilucién de 1:75.

* Lectina que se une a L-fucosa:
UEA-I: Ulex europaeus I. De Dako, a la dilucién 1:500, biotinizada para

revelar con fosfatasa alcalina.

* Lectina que se une a N-acetilglucosamina:

WGA: Triticum vulgare. De Sigma Flucks, a la dilucién 1:125,

La técnica de tincién con lectinas ha sido la siguiente:
* Deshidratar con alcohol (5 *) y acetona (10°)
* Lavados (2 x5 ) con TBS (Tris buffer saline, pH 7,4).
* Tripsinizacién (0 "05 gr de tripsina, 45 ml de H,O y CICa 0°1%) (30")
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* Lavados con TBS (2X5°)

* Bloqueo de la peroxidasa endégena (H,0, 1°5%, 307)

* Lectina de eleccion marcada con peroxidasa, esta reaccion se debe hacer en
cdmara himeda y a temperatura ambiente (90 )

* Lavados con TBS (2X57)

* Revelado con Diaminobenzidina (10 °), 25 mg/ml de TBS y 1% H,0,

* Lavar con TBS (2X5")

* Contrastar con hematoxilina

* Deshidratar y montar

Para UEA-I, revelamos con fosfatasa alcalina.

Se han realizado los pertinentes controles negativos:

a) Mediante 1a sustitucién de la lectina marcada con peroxidasa por un conjugado

de peroxidasa inespecifica {conejo anti-IgG pollo conjugada con peroxidasa).

b) Inhibicién del aziicar especifico mediante la incubacién de cada lectina a la
dilucién adecuada con una solucién de su azicar especifico al 4% durante una
hora, antes de su aplicacién en las preparaciones, siguiendo después los tiempos

normales de la técnica.

111.6.5.3.- TECNICAS INMUNOHISTO ICASANTICITOQUERATINAS

Los anticuerpos anticitoqueratinas han sido los siguientes

(la nomenclatura es la propuesta por Moll y col., 1982):
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* anti CK PAE (Citoqueratina policlonal de Amplio Espectro) de Dako
Corporation, Este antisuero reconoce las citoqueratinas 1, 3, 4, 5, 6, 8. La
dilucién éptima de uso es de 1:200.
* anti CK MAE (Citoqueratina monoclonal de amplio espectro) de Sigma
Immuno Chemicals (CK 37) La dilucién que utilizamos fue de 1:200
* anti CK APM (Citoqueratina de Alto Peso Molecular) monoclonal, de
Immunon que contiene una mezcla de tres anticuerpos monoclonales:

-8, de 52.5 Kd

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

- 1: 68 Kd, cuando esta citoqueratina estd asociada con epitelio no

€scamoso.
* anti CK 1, monoclonal, con peso molecular de 68 kD, de Enzo diagnostics,
a la dilucién de 1:20. Esta citoqueratina de APM, viene prediluida para su uso.

* anti CK 4 (Citoqueratina 4) monoclonal, de Sigma Immuno Chemicals.
Reconoce la citoqueratina de 59 Kd. La dilucién de trabajo fue de 1:300.
* anti CK 8-18 (Citoqueratina 8/18) monoclonal. De Novocastra Laboratories
(Landerdiagnostico). La dilucién de trabajo utilizada fue de 1:200
* anti CK 10-11 (Citoqueratina 10-11) monoclonal. De Sigma Immuno
Chemicals. La dilucién de trabajo fue de 1:200.
* anti CK 14 (Citoqueratina 14) monoclonal. De Sigma Immuno Chemicals.
Utilizamos la dilucién 1:200.

La técnica de tincién fue la siguiente:
* desparafinar
* lavar con PBS (2%5°)
* bloqueo de la peroxidasa enddgena (H,O, al 1% en PBS, 30°)
* lavar en PBS (2X5)
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* tripsinizacidn (005 gr de tripsina, 45 ml de H,O y CICa 0°1%) (30 ")
* suero normal de conejo (1:30) (30°) en monoclonales
suero normal de cerdo (1:30) (30°) en policlonales
* anticuerpo primario (citoqueratina correspondiente) incubando en cdmara
himeda durante toda la noche.
* lavar en PBS (2x57)
* anticuerpo puente:
- policlonales: cerdo anticonejo (1/100 durante 30°).
- monoclonal:
conejo antiratén (1/310 durante 30°) para diaminobencidina (DBA).

"pool" antiratén, cabra y conejo (prediluida) para fosfatasa alcalina (PA).

* lavar en PBS (2X57}
* complefo fosfatasa antifosfatasa APAAP 6 PAP anti-ratén
* lavar (2%57)
* Revelado con:
A) Fosfatasa alcalina:
- 10ml Buffer Tampén Trizma, pH 8°2;
- (0’1l mg de Fast Red;
- 0’003 mg de NN dimetilformamida
- 300 ul de Naftol SA difosfato.
B) Diaminobenzidina (10 ), 25 mg/ml de TBS y 1% H,0,
* lavar en agua destilada 10°
* hematoxilina 3
* montar en medio acuoso para la fosfatasa alcalina, ¢ deshidratar y montar con

DEPEX para las reveladas con DAB.
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Para las citoqueratinas 1 y de Alto Peso Molecular hemos utilizado el
revelado con fosfatasa alcalina, para el resto, hemos utilizado la peroxidasa

antiperoxidasa, y revelado con diaminobencidina (DAB).

Hemos realizado los controles negativos pertinentes, sustituyendo el

anticuerpo anticitoqueratina por PBS y utilizando cortes de tejidos no epiteliales.

Para la observacidn de estas técnicas utilizamos un microscopio Orthoplan

(Leitz), acoplado a un sistema de luz polarizada.

I1L.6.6..- ICONOGRAFIA
Fotografias macroscépicas: se realizaron con una cimara Minolta, provista
de un macro-objetivo de 50 mm, 1:3,5, con pelicula Kodak Ektachrome 160.
Fotografias microscdpicas: empleamos una pelicula Kodak Ektachrome 64
de Tungsteno y microscopio Olympus AH-3 (Varox AHB53), con sistema de

autofoco y dos cdmaras incorporadas.

I11.6.7.- METODOS ESTADISTICOS

Una caracteristica peculiar del andlisis de supervivencia que vamos
a llevar a cabo, es que no todos los datos son completos, es decir, que no se
observan todas la ratas hasta que se mueren, sino que hay algunas muertes que
se realizan por sacrificio. A estas muertes por sacrificio {no naturales), las

denominaremos datos incompletos. A las muertes naturales las denominamos

datos completos.

Para el andlisis de superviviencia de las ratas, hemos utilizado la prueba

de Kaplan-Meier o del producto limite. La ventaja de este método es que la
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longitud de los intervalos es variable, por lo que los resultados no dependen de

la eleccidén del intervalo.

Para la comparacién de curvas de supervivencia entre los animales con
tumores de Zymbal y sin ellos, hemos utilizado la prueba de Logrank, mediante
la cual, verificamos si la probabilidad de supervivencia a lo largo del tiempo es
igual para los dos grupos. El procedimiento se basa en calcular el nimero de
muertes acaecido en cada grupo (frecuencia observada: Q), asi como el nimero
esperado (E). Se comparan ambos valores segin la férmula (O-E)*/E, y la suma
de este pardmetro entre los dos grupos nos da una medida de la diferencia entre

ellos.

Para poder observar si existen diferencias significativas de volumen
tumoral entre los distintos grupos hemos utilizado ¢l método de Newman-Keuls
que es una prueba de comparacién muiltiple de las medias de los grupos. Consiste
en ordenar las medias y calcular para cada diferencia (g), q=(ml-m2)/s, siendo
s=(VR/n), donde VR es la varianza residual (azar), y "n" el tamano de las dos
muestras. A los valores de "q" observados se les asigna un rango en funcién del
orden que ocupan las medias, al clasificarlas de mayor 2 menor, y se contrastan

con un valor "q" teérico, limite atribuible al azar con un nivel de probabilidad

prefijado (p<0.05 6 p<0.01) en el programa.

En ¢l resto de los estudios estadisticos hemos empleado las pruebas
habituales.
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RESULTADOS

IV.1.- INDUCCION TUMORAL

IV.1.1.- TUMORES MAMARIOS

Después del dia 1 de la experiencia, es decir, tras la administracién del
DMBA, se controlé mediante observacién y palpacién, la aparicién de los
tumores de mama. El primer tumor aparecid ¢l dia 24 (Tabla I). Después de
este dia el nimero de tumores aumentd rdpidamente, hasta llegar al dia 156, en
el que el 97,5% de las ratas estaban afectadas. Quedé por tanto un solo animal
que no tuvo tumores de mama hasta el dia 286. Por consiguiente, este dia
quedaron afectados con tumores de mama los 40 animales que recibieron

DMBA (100%).

El crecimiento mds rdpido del nimero de ratas afectadas por estos tumo-
res, se produjo a las 8 semanas y media de la experiencia (60 dias). Posterior-

mente, el nimero de ratas afectadas fue creciendo mds lentamente (Fig. 1).

Al final de la experiencia contabilizamos 171 tumores de mama, habien-
do una media de 4,27 tumores por animal (Tabla II). En 18 animales, ademds

de los tumores de mama aparecieron tumores de la gldndula de Zymbal.
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IV.1.2.- TUMORES DE LA GLANDULA DE ZYMBAL

Los tumores de la gldndula de Zymbal (T.G.Z.) fueron identificados
también por palpacién. El primer T.G.Z. se registré en el segundo tercio de la
experiencia, exactamente el dia 156 (Fig. 2). Y el dia que estuvieron afectados
el 100% de los amimales de este grupo, fue casi al final de la experiencia,
exactamente el dia 380 (Tabla III).

Al principio, el mimero de ratas afectadas por tumores de Zymbal, au-
mentan muy lentamente hasta el dia 200, a partir del cual, se produce un au-

mento mas evidente del mimero de ratas afectadas (Fig. 3).

Al final (dia 386) observamos que un 45% del total de los animales
tratados con DMBA han tenido al menos un tumor de la glindula de Zymbal
(Fig. 4 y Fag. 10).

En total contabilizamos 25 tumores de la gldndula de Zymbal, ya que un

38% (n=7) de los animales afectados tuvieron tumor en los dos oidos.

Observamos que en los animales que posteriormente presentaron tumores
en la regién auricular, los tumores de mama aparecieron mds tarde, que en

aquellos animales que no los padecieron.
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El mimero de animales en cada grupo quedé como sigue (Fig. 10):
a) grupo testigo: 5 animales
b) grupo sin T.G.Z.: 22 animales
¢) grupo con T.G.Z.: 18 animales

IV.2.- ESTUDIO BIOLOGICO

IV.2.1.- ESTADO GENERAL

El estado general de los animales fue considerado bueno los dos prime-
ros meses de la experiencia. A partir de aqui, los tumores de mama aumenta-
ron de tamafio y se ulceraron, causando dolor y prurito para los animales.
Estas ulceraciones producian también una pérdida continua de sangre por lo
que ademds, estos animales, empezaron a estar apéticos, y con menor vitalidad.
sintomas que se agudizaban a medida que se acercaba el momento de su muer-
te. El aumento de tamafio de los tumores produjo también dificultad locomoto-
ra, debido al gran volumen que alcanzaron algunas neoplasias mamarias. Algu-

nos animales llegaron a morir con el tercio posterior completamente paralizado.

Las ratas que tuvieron tumores de la gldndula de Zymbal presentaron un
mejor estado general que aquellas que no los padecieron, hasta el momento de
la aparicién de estos tumores de oido. En algunos animales, incluso, la apari-
cién de los tumores de mama fue mds tardia que en el resto del grupo, por lo

que su estado general fue mejor.
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A partir del dia en el comienzan a aparecer los tumores de Zymbal
(156), el estado general de los animales del grupo con T.G.Z. se deteriora
bastante. En estos tumores la piel que los rodea aparece completamente tensa y
posteriormente se ulcera, con el consiguiente prurito, pérdida de sangre...; ade-
mads, al aumentar de tamafio y estar en una zona tan comprometida, estos tumo-

res afectan seriamente la vision.

IV.2.2.- PESO DE LOS ANIMALES

El peso de los animales se obtuvo cada quince dias, desde el momento
que llegaron, el dia de administracién del DMBA, hasta el momento de su

muerte o sacrificio.

La media del peso de los animales fue aumentando progresivamente
hasta el dia 108 de 1a experiencia (Fig. 5). A partir de este dia, los animales
con DMBA (grupos T.G.Z. y sin T.G.Z.), empiezan a mantener el peso sin
aumentarlo, incluso a veces perdiéndolo, hasta el dia 192, a partir del cual
comienzan a aumentar de peso, superando ademds a los animales testigo que
hasta ahora estaban por encima de los animales tratados con DMBA (Tabla
IV). En cuanto a la diferencia de peso entre estos dos iltimos grupos, podemos
decir que la media del peso de los animales con tumores de Zymbal, superé en
general, al del grupo sin tumores de oido (Fig. 6). Es mds, a partir del iltimo

tercio de la experiencia, esta diferencia se hace mds notable (Tabla IV),

Este periodo, desde el dia 108 hasta el 192, en el que las ratas mantie-
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nen un peso sin cambios bruscos, coincide con el periodo en el que existe un

mayor mimero de ratas afectadas por tumores de mama.

Por otro lado, el peso de los animales con DMBA en ¢l momento de la
muerte fue bastante variable. Desde un minimo de 198 gramos, hasta un mdxi-
mo de 770. Un porcentaje bastante alto de este peso se correspondié con el
peso de los tumores de mama, en general un 32,18 % del peso total de los
animales pertenecia a los tumores de mama, no habiendo diferencias significati-
vas entre el grupo de los animales con tumores de Zymbal, y los no afectados,
debido a que los 3 tumores de oido que se pudieron pesar, tuvieron una media

de 5 gr. por tumor (Tablas V y VI).
IV.2.3.- SUPERVIVENCIA

IV.2.3.1.- SUPERVIVENCIA GLOBAL

Hemos dividido para el estudio de supervivencia la experiencia en tres
periodos.

Primer periodo (del dia 1-95): en cuanto a la supervivencia de todos los
animales de la experiencia, podemos observar (Fig. 7), que hasta ¢l dia 89 post
administracién del DMBA, no ocurre ningina muerte. En este primer intervalo
de tiempo, que transcurre desde el dia 1 de la experiencia hasta el 95, solo

murieron 2 animales.

Segundo periodo: en un segundo intervalo, ocurrido desde el dia 96
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hasta el 191 dia, se producen 7 muertes, lo que nos indica un porcentaje bas-
tante bajo en comparacidn con el resto de la experiencia. Este segundo interva-
lo coincide, en términos generales, con el perfodo de tiempo en el que los
animales mantienen un peso estable. En €|, estan afectadas casi la totalidad de

los animales por tumores de mama, el 97, 5% de los casos.

Tercer periodo: un tercer intervalo, similar en dias al anterior, ocurre
desde el dia 192, hasta el 287. En este periodo de tiempo observamos la pérdi-
da de 15 animales, por lo que doblamos el mimero de animales muertos del

periodo anterior, ocurriendo 6 de ellas en las dos primeras semanas.

Cuarto periodo: el cuarto y iltimo intervalo a estudiar de la grafica de
supervivencia global abarca desde el dia 288 hasta el final de la experiencia
(dia 386), en el ocurren 11 muertes naturales y 7 sacrificios que no se contabi-

lizaron.

Por otro lado, estudiamos los dias de supervivencia de animales que han
tenido met4stasis pulmonar (Fig. 9). Comparando este grupo con el de animales
que no han tenido metdstasis pulmonar, mediante una comparacién de las me-
dias de los dias vividos, observamos que no existe una diferencia significativa,

siendo la p=0.21016 (Tabla X).

Considerando que una rata Sprague-Dawley tiene una media de vida de
40 meses, podemos comprobar que este tiempo se ha reducido considerable-

mente en los antmales con DMBA (con T.G.Z. y sin T.G.Z.) pues han muerto,
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como término medio a los 8.5 meses, (el primero a los 4 meses, y el iltimo a
los 13 meses). Por lo tanto, en los animales tratados con DMBA, se reduce el

tiempo normal de vida unas cinco veces.
1v.2.3.2.- SUPERVIVENCIA DE RATAS SIN TUMORES DE ZYMBAL

En cuanto a la supervivencia por grupos, podemos observar en el grupo
de animales sin T.G.Z. que la grifica de supervivencia es idéntica (Fig 8) para
los dos primeros periodos de tiempo a la gréfica de supervivencia global (Fig.

7).

En el tercer intervalo en el tiempo (dia 192 al 287) ocurren el 54.5% de
las muertes de este grupo. En este perfodo de tiempo, por tanto mueren la
mayoria de los animales de este grupo, son ratas con tumores de mama en

general de gran tamaifio y peso y ulcerados,

En el dltimo periodo de tiempo a estudiar (dia 288-386) solo quedan tres
animales vivos de este grupo, que van muriendo progresivamente, hasta el dia

369 en el que muere el wltimo animal de este grupo (Tabla VII).

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

En cuanto a la grafica de supervivencia de los animales con tumores de
Zymbal, en el primer, segundo y casi la mitad del tercer intervalo de tiempo

establecidos, no observamos ninguna muerte. El primer animal de este grupo
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muere el dia 243. En este tercer intervalo, ademds solo comprobamos la muer-

te de tres animales (Tabla VIII y Fig. 8).

En el iltimo periodo de tiempo estudiado, mueren el 83 % de los anima-
les de este grupo. Estos animales mueren de una forma escalonada, sin grandes
diferencias en general. Observamos que ninguno de los animales con tumores

de Zymbal, ha vivido mds de tres meses desde la aparicion del tumor.

Al comparar las curvas de supervivencia de las ratas con tumores de
Zymbal y las que no los han padecido, mediante el método Logrank, obser-
vamos que la diferencia entre ambos es significativa, con una p<0.001 (Tabla

IX).

IV.3.- RESULT S ANATOMOPATOLOGICOS

IV.3.1.- NECROPSIAS

A todos los grupos de animales (Fig. 10) se les practicé una necropsia,

ordenada, completa y sistemdtica.

IV.3.1.1.- ANIMALES SIN TUMORES DE ZYMBAL

Las necropsias realizadas a este grupo de animales n=22 (Fig. 10),
pudieron demostrar que, efectivamente, todas las ratas presentaban muiltiples

tumores mamarios de tamafio variable y que la mayoria de ellos no se encon-
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traban adheridos a planos profundos.

En algunos casos la caquexia tumoral fue muy evidente, llegando un

animal a tener un porcentaje del peso tumoral de casi el 85% de peso total.

A la apertura de la cavidad toricica, encontramos 5 animales con metds-
tasis pulmonares, que histolégicamente eran metdstasis de tumores mamarios.

Otros 8 animales tuvieron pulmones con focos de neumonia aguda.

En una rata observamos una tumoracion en cavidad tordcica a la altura
del timo y otra en cavidad abdominal que no parecia estar asociada a ninguna
estructura; se diagnosticaron histolégicamente como linfoma linfocitico en

ambas cavidades. El resto de los 6rganos presentaba un aspecto normal.

IV.3.1.2.- ANIMALES CON TUMORES DE ZYMBAL

En la necropsia de los animales con tumores de Zymbal, pudimos obser-
var las mismas lesiones descritas en el grupo anterior, aunque en este grupo
aparecieron 7 animales con metdstasis pulmonares, por lo que realmente no
existen diferencias significativas con el grupo anterior en cuanto a la aparicién
de metdstasis pulmonares. En total, entre los dos grupos, con T.G.Z. y sin
T.G.Z., un 30% de los animales tuvieron metdstasis pulmohar de los tumores
mamarios (Fig. 11). Uno de los animales, presenté una tumoracién en la cavi-
dad abdominal, no adherida a ningin érgano, de 2.5 X 1 cm, también se de-

mostré histolggicamente que era una met4stasis de un tumor mamario.
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En este grupo, ademds de los miiltiples tumores de mama, observamos
masas tumorales situﬁdas en la regién auricular. En el curso de fa necropsia y
tras un minucioso examen de la regién, descubrimos 8 T.G.Z. que no se veian
externamente en 7 animales (3 de ellos ya tenfan un T.G.Z. en la otra regién
auricular), En estos animales, sin embargo, al diseccionar el conducto auditivo,
nos encontramos que esta glandula, que en condiciones normales ticne un tama-
fio pequefio 0.3 X 0.4 de didmetro, presentaba un ligero aumento y se aprecia-

ba con bastante claridad, de color blanco amarillento.

El resto de los tumores de oido, habian sido diagnosticados por palpa-
cién con anterioridad, por lo que quedé establecida la distribucién de los gru-
pos de trabajo (Fig. 12), a la que hacemos referencia en el capitulo de material
y métodos. En el grupo de animales en los que el primer tumor de oido tiene
una duracién de 1 mes, encontramos 5 casos, con desarrollo tumoral hasta 2

meses, 5 casos y con desarrollo tumoral hasta 3 meses, 4 casos.

Dependiendo del tipo histolégico sus caracteres macroscdpicos varian,
asi existen tumores bien localizados y circunscritos, sin llegar por ello a tener
una cdpsula que los recubra y otros infiltran tejidos subyacentes. Incluso en uno
de los animales, un tumor mamario localizado en la primera mama, estaba
invadiendo un tumor de oido o viceversa. El estudic macroscépico detallado de

los T.G.Z. figuran en la pag. 17.
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Iv.3.2.- TUMORES DE MAMA

1V.3.2.1.- LOCALIZACION Y NUMERO

Hemos observado 171 tumores de mama, 1o que supone una media por
animal de 4,3 tumores, los cuales estan repartidos uniformemente entre la
cadena mamaria derecha y la cadena mamaria izquierda. Para la cadena mama-
ria derecha tendriamos una media de 2.3 tumores por rata, y para la izquierda

una media de 2 tumores (Tabla XI y Fig. 13).

Comparando las proporciones, observamos que un 38% de las ratas han
tenido al menos un tumor en la cadena mamaria derecha, frente al 34% de las
ratas, que han tenido tumores en la cadena mamaria izquierda. Por lo tanto no
existen diferencias significativas entre las distintas localizaciones de los tumores

(p <0.05) (Tabla XII).

1V.3.2.2.- ESTUDIO MACROSCOPICO

Las neoplasias mamarias, tenian una forma generalmente ovoidea y recu-
biertas de piel que en ocasiones s¢ encontraba ulcerada. En general, estos tu-
mores estaban recubiertos por una cépsula de tejido conjuntivo que los delimi-
taba. En algunos casos, muy pocos (n=3), encontramos que estos tumores

estaban adheridos a planos profundos.
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Al retirar la piel de estas neoplasias, se observaba la superficie tumoral
constituida por lobulaciones brillantes, blanquecinas y de diferentes tamafios.
En algunas zonas alternaba la presencia de hemorragias. Su consistencia era
blanda. La superficie de corte presentaba a veces zonas de consistencia mds
blanda que el resto y de color gris oscuro que se corresponden, histolégicamen-
te, con dreas de necrosis. Otras veces, al cortar, flufa un liquido claro de as-
pecto lechoso o sanguinolento en cantidad variable, que dejaban al descubierto

cavidades quisticas bien visibles.

1V.3.2.3.- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

TUMORES BENIGNOS

Los tumores benignos de mama representaron un 14,8% (n=25) del
total de neoplasias mamarias. Un 5.7% (n=10) fueron fibromas, y un 9.19%

(n=15) fueron fibroadenomas pericanaliculares.

Los fibromas estuvieron formados por fibras de coldgeno en proporcion
moderada y fibroblastos de forma alargada o estrellada. El micleo, oval, apa-
recié ligeramente tefiido por la hematoxilina, y present6 una disposicién cen-
tral. No observamos atipias, ni mitosis, ofreciendo por tanto una clara imagen

de benignidad.

Los fibroadenomas pericanaliculares, presentaban las células epiteliales

dispuestas en acinis sin caracteres de malignidad ni mitosis. Alrededor de estos
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tibulos observamos varias capas de tejido conjuntivo o fibroso.

En estas neoplasias benignas, destaca la presencia de un proceso infla-
matorio reactivo integrado por linfocitos y en mayor proporcién células cebadas

en distintos estados de granulacidn.

Un 77% de estos tumores mamarios benignos, los encontramos en ratas

que tuvieron tumores de la glindula de Zymbal.

TUMORES MALIGNOS

Un 85.2% de las neoplasias mamarias fueron malignas, predominando

los adenocarcinomas ya que solo encontramos un fibrosarcoma.

Los adenocarcinomas, en su gran mayoria estaban recubiertos por una
cdpsula conjuntiva que emitia trabéculas hacia el interior, separando la masa
tumoral en numerosas lobulaciones y formando un estroma rico en fibras de
colageno y fibroblastos. Aparecieron también, abundantes células inflamatorias,
entre las que destacamos, las células cebadas o mastocitos. También encontra-
mos, zonas de hemorragias y de necrosis, y a veces zonas de calcificacion

distréfica.

El parénquima tumoral estaba integrado por acinis glandulares tapizados
por células epiteliales cibicas o aplanadas. Los micleos tuvieron una localiza-

cién central, presentando muchos de ellos una marcada hipercromatosis parieto-
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nuclear y uno o dos nucle6los. También observamos atipias celulares, como

anisocitosis, anisocariosis y mitosis homotipicas en cantidad variable.

Encontramos cuatro tipos histolégicos:

TIPO A:

TIPO B:

TIPO C:

TIPO D:

Poco diferenciado. Se aprecian amplias zonas de aspecto sdlido
por la escasa formacién de luces glandulares. Los caracteres
histolégicos indican gran malignidad, células de aspecto inmaduro
y elevado nimero de mitosis. Representaron un 8% del total de

neoplasias mamarias (n=14),

Bien diferenciado. Las células epiteliales son cibicas y presentan
un tipico patrén acinar. Estas células se organizan en una o varias
capas, presentando a veces una poliestratificacién de 4 o 5 capas.
El mimero de mitosis es variable, pudiendo presentar gran canti-

dad o no encontrarse apenas. Fueron neoplasias del tipo B un

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

Atrdfico. Estos tumores estdn formados por una sola capa de
células glandulares cibicas bajas, o planas. Los acinis se pre-
sentan muy dilatados y con secrecién. No se encuentran mitosis.

Fueron del tipo C un 13% del total de las neoplasias mamarias
(n=22).

Secretor. Encontramos un 5% (n=12). Las células glandulares
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presentan numerosas vacuolas intracitoplasmaticas, grandes o pe-

queiias. No apreciamos signos de malignidad tumoral.

Observamos un 1% FIBROSARCOMA, que estaba formado por células
alargadas y por fibras que formaban haces orientados en distintas direcciones.

Existieron gran cantidad de mitosis, muchas de ellas atipicas.

Todos los resultados histoldgicos de los TM quedan reflejados en la tabla
XM y la fig. 14.
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IV.3.3.- TUMORES DE LA GLANDULA DE ZYMBAL

IV.3.3.1.- LOCALIZACION Y NUMERQO

Obtuvimos un total de 25 T.G.Z. en 18 animales. En cuanto a la locali-
zacion de estos tumores de oido, hemos observado que no existen diferencias
significativas entre los localizados en el oido derecho, y los del oido izquierdo.
Asi, un 30% de los animales de este grupo tuvieron una tumoracion en el oido
derecho y un 33%, tuvieron localizado el tumor en el oido izquierdo. Compa-
rando las proporciones, vemos que la diferencia no es significativa p<0.05

(Tabla XIV y Fig. 15).

IV.3.3.2.- ESTUDIO MACROSCOPICO

Los T.G.Z. detectados por primera vez en el transcurso de la necropsia
(grupo necropsia) presentaban un aspecto muy parecido al de la gldndula nor-
mal, con un ligero aumento de tamafio. La superficie era blanquecina amari-
llenta y lisa, El tumor estaba muy bien delimitado. Su consistencia era pastosa
por lo que a la seccién se deshacian en masas homogéneas pastosas blanco

amarillentas.

Estos nédulos de mayor tamano que la glandula normal, se incluyen
como T.G.Z. aunque histolégicamente muchos de ellos se diagnosticaron poste-

riormente como hiperplasias con dilataciones quisticas.
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Los tumores que en general no tuvieron mds de 1 mes de desarrollo
tumoral (Grupo 1 mes) presentaban las mismas caracteristicas aunque con un

evidente aumento del tamafio de la neoplasia (media de didmetros: 1 x 0,92)

Las neoplasias que tuvieron 2 y 3 meses de desarrollo tumoral (Grupos 2
y 3 meses), en general presentan un aspecto distinto a los grupos anteriores. La
piel que recubria estos tumores, que hasta ahora habia permanecido intacta,
estaba ulcerada y con costras ennegrecidas (Fig. 18). La mayoria de las veces,
presentaban un aspecto ovoideo, con un tamaifio que llegé a sobrepasar los 2,5
cm de diametro (Fig. 19). En algunos casos de tumores del Grupo 3 meses, no
se pudieron medir bien debido a que estas neoplasias no tenian unos bordes
definidos sino que eran unas masas que invadian tejidos adyacentes, como
gldndulas salivares, tejido muscular e incluso cerebro. Al cortar estos tumores,
se deshicieron en masas pastosas de distintas caracteristicas, variando de un

color grisdceo, achocolatado o amarillento.

Iv.3.3.3.- VOLUMEN TUMORAL

Los volimenes de los T.G.Z. varian dependiendo del grupo de animales
que se estudie. Asi, en el grupo de animales, en el que ¢l tumor de oido fue un
hallazgo de necropsia tuvimos una media de (’74 cc. En ¢l grupo de animales
que tuvieron tumores con un mes de desarrollo tumoral el volumen fue de 4’56
cc, en el de dos meses, 7’51 y en el grupo que tuvo tumores de oido durante

tres meses, el volumen ascendi6 a 16’57 (Tabla XV y Fig. 16).
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Asf, como podemos observar en la Tabla XVI, existen diferencias signi-
ficativas entre los volimenes tumorales de los grupos de animales con tumor de
tres meses, con los del grupo "necropsia”, "l mes" y "2 meses". También
existen diferencias entre el grupo "necropsia” y el volumen medio del grupo "2
meses”, mientras que las comparaciones del resto de los grupos, como "2
meses” con "1 mes” y "1 mes” con "necropsia”, no presentan diferencias

significativas.

1V.3.3.4.- ESTUDIQ HISTOPATOLOGICO

GLANDULAS SEBACEAS NORMALES

Las gldndulas sebdceas de la pared anterior y posterior del canal auditivo
externo de las ratas testigo y las que murieron al principio de la experiencia,
consistian en numerosas gldndulas simples situadas justo debajo del epitelio
escamoso del conducto auditivo, préximas a la gldndula principal. Las glindu-
las de la pared anterior estin compuestas de gldndulas sebdceas mds grandes y
mds lobuladas, formando pequenios agregados, mientras que las de la pared
posterior estan integradas por pequefias gldndulas solitarias orientadas la mayo-

ria hacia la superficie (Fig. 20).

En definitiva, no hemos encontrado alteraciones en las glandulas de la
pared anterior y posterior de las ratas tratadas, ni en las testigos. Solamente en
uno de los casos en los que ya existia una tumoracién de la gldndula principal

(carcinoma de células escamosas) hemos encontrado una ligera hiperplasia de
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las gldndulas de la pared anterior.

En cuanto a la glindula principal o glindula de Zymbal de las ratas
testigo, tras el andlisis de los cortes seriados, se comprucba que estd dividida
en cuatro 1ébulos principales. Cada 16bulo estd compuesto por grupos de gldn-
dulas sebdceas que van a evacuar a conductos excretores menores. Estos con-
ductos menores son visibles ficilmente, con un epitelio plano estratificado; se
unen en conductos de mayor tamaiio lobulares, que estdn tapizados por un epi-
telio estratificado escamoso. Al final se unen en un conducto principal que de-
semboca en la regién anteroinferior del conducto auditivo externo, cerca de la

membrana timpdnica, entre placas de cartilago.

Las unidades secretoras son tipicas gldndulas sebdceas: sobre la membra-
na basal encontramos varias filas de células basales basofilicas aplanadas que
no tienen gotas lipidicas. Segin avanza la maduracién celular celular las gotas
de lipidos se van acumulando hasta llenar completamente ¢l citoplasma celular
en las células maduras. Dichas células estan localizadas centralmente y tienen
un micleo central. Puesto que es una glidndula holocrina, la secrecién se forma
por la completa desintegracién de sus células y en la porcién de la glandula que
se abre al conducto, encontramos células desintegradas, masas de lipidos y

restos celulares que descargaran en el conducto menor (Fig. 21),

HIPERPLASIAS CON DILATACIONES QUISTICAS

El conducto excretor principal de la glindula de Zymbal no muestra
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cambios significativos ni con la edad, ni con la administracién del DMBA.

Conforme aumenta el tiempo transcurrido desde la administracién del
DMBA existe un aumento progresivo en la incidencia y gravedad de las dilata-
ciones de los conductos lobulares y menores que adquieren una apariencia quis-
tica (Fig. 22). Las gldndulas presentan mayor cantidad de células descamadas y
restos celulares por estar alterada su descarga. Consecuentemente las glandulas

aumentan su tamaio (Fig. 23).

Ademas de las dilataciones quisticas aparecen hiperplasias glandulares
focales (Fig. 24). Estas dreas hiperpldsicas se caracterizan por la presencia de
un mayor nimero de gldndulas de pequefio tamafio y con células inmaduras. La

ordenacion de las células es normal.

Estas alteraciones se consideran como cambios preneopldsicos y se
encontraron en total un 20% de T.G.Z. que presentaban este tipo de lesiones
pertenecientes al grupo denominado "necropsia” y fueron un hallazgo de ne-
cropsia, pues no habian sido diagnosticados previamente por palpacién (Fig. 17

y Tabla XVII).
ADENOMAS SEBACEOS
L.os adenomas sebdceos son formaciones de mayor tamaifio que presentan

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

quisticas son alin mds evidentes llegando a ocupar mds de la mitad del didmetro
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tumoral. Como consecuencia de la dﬁatacic’)n su epitelio disminuye de grosor.
Coexistiendo con las cavidades quisticas, las glindulas adquieren focalmente un
aspecto adenomatoso diferencidndose de las dreas hiperpldsicas por su mayor
tamafio y por su irregular distribucién dentro de los acinis (Fig. 25). En gene-
ral en estos tumores encontramos mds células basales e intermedias y una
intensa formacién de sebo con degeneracién de muchas células. El nicleo
puede, sin embargo, preservarse y aparecer en las masas sebdceas (células
momificadas). Las células de los adenomas son poliédricas. Su citoplasma varia
de baséfilo homogéneo en las células mds inmaduras, a eosindfilo espumoso o
vacuolado, en las mds maduras. En general su aspecto es semejante al de las
células sebdceas normales. Los nicleos son redondos con nucledlos bien defini-
dos, a menudo con la apariencia de estar en contacto con la membrana nuclear.

La cromatina estd finamente granulada. La picnosis y cariorrexis son evidentes.

Del total de T.G.Z. un 28% fueron adenomas, perteneciendo 42% al

grupo "necropsia” y el resto al grupo de desarrollo tumoral de un mes (Fig. 17
y Tabla XVII).

ADENOCARCINOMAS

En los adenocarcinomas se conserva en gran medida la estructura de la
gldndula, aunque las células de la glindula tienen una ordenacién irregular y
presentan atipias. Son de diferente tamaiio y con el micleo hipercrémico e
irregular. A veces aparecen cé€lulas poliédricas semejantes a las de la gldandula

normal en el centro del acini, pero sin su apariencia vacuolada tipica. Existen
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numerosas figuras mitéticas y células con cariolisis y cariorrexis.

Ademds de los elementos descritos, existen grandes cavidades quisticas,
formadas tanto por los conductos dilatados como por la formacién de acinis

quisticos {Fig. 26).

También hemos observado un aumento evidente en la cantidad de estro-
ma donde aparecen varios focos inflamatorios. Las células inflamatorias en
algunas dreas eran exclusivamente linfocitos y en otras zonas sélo polimorfonu-
cleares neutréfilos, concretamente en zonas de desintegracion tisular. En los
tipos histolégicos anteriormente descritos no se aprecié la existencia de un

estroma inflamatorio.

Encontramos un 8% de adenocarcinomas, perteneciendo la mitad de
ellos al grupo de desarrollo tumoral de 1 mes, y la otra mitad al grupo de

desarrollo tumoral de 2 meses (Fig. 17 y Tabla XVII).

CARCINOMA DE CELULAS SEBACEAS ESCAMOSAS

En este tipo tumoral no se observaron apenas formaciones quisticas. Se
caracteriza por la presencia de células sebdceas atipicas, normalmente sin es-
tructura glandular ni conductos, que sufren focalmente una metaplasia escamosa
con cambios de malignidad. Las células son pleomorficas y se observan muchas

mitosis (Fig. 27).
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En las zonas de metaplasia escamosa con caracteres de malignidad, las
células tumorales se disponen de forma semejante al epitelio de la epidermis.
En las células mds diferenciadas aparecen grdnulos de queratohialina, y en
algunas zonas podemos apreciar también una marcada paraqueratosis y forma-
cién de globos corneos. Entre las formaciones escamosas aparecen, en ocasio-
nes, grupos aislados de células sebdceas. También, hemos observado queratini-
zacién individual o en pequefios grupos, en células disqueratdsicas grandes y
redondeadas, con citoplasma muy eosinofilico y nucleo hipercromitico (Figs.

28 y 29).

El estroma es frecuentemente muy activo con una intensa proliferacién
de fibroblastos, a veces atipicos. Presenta una inflamacién crénica difusa con
células plasmadticas y linfocitos. En algunas dreas de intensa destruccion tisular
aparece un exudado rico en neutrdfilos que llega a formar verdaderos microabs-

cesos, con degeneracion hidrdpica en las células epiteliales adyacentes.

Este tumor tiene caracter invasivo, pues infiltra las masas musculares
adyacentes, gldndulas salivales y, en uno de los casos, incluso afecté al cere-

bro.

Encontramos un 40% de carcinomas sebdceos escamosos, siendo por
tanto, el grupo mds numeroso. Se repartieron de la siguiente manera, un 10%
en el grupo de desarrollo tumoral de 1 mes, un 50% en el de 2 meses, y un

40% en el de 3 meses (Fig. 17 y Tabla XVII),
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CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

Existié una sola neoplasia que se diagnosticé como carcinoma de células
escamosas, €n la que no se encontraron células sebdceas tumorales. Estd inte-
gramente formada por células epiteliales escamosas atipicas con una intensa y
caracteristica produccion de queratina. La células neopldsicas presentan los
nicleos irregulares y picnéticos (Fig. 30). Este tumor tiene un caracter muy
invasivo, pues crece infiltrando tejidos préximos como el tejido muscular, las
glandulas salivales y el tejido nervioso. Encontramos un sélo tumor pertene-
ciente a este grupo, y se situa dentro de los tumores de desarrollo tumoral de 3

meses (Fig. 17 y Tabla XVII),

En el animal que present6 este tipo de tumor, la gldndula de Zymbal
mantiene su localizacién normal y una estructura, mds o menos conservada,

aungue muestra severas dilataciones quisticas.

Por todo ello, el origen de este tumor parece ser el conducto excretor
principal. Ademds este tumor se abre al conducto auditivo externo que aparece

histolégicamente normal.

IV.3.3.5.- TECNICAS HISTOQUIMICAS

Tanto la gldndula normal como las hiperplasias y neoplasias sebdceas

presentaron una secrecion positiva al Sudan III. No presenté secrecidn positiva
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al Sudan III el dnico caso de carcinoma de células escamosas.

Describimos a continuacién la tincién histoquimica con las diferentes

lectinas:
Con A

La Concanavalina A (Con A), es una lectina que se une al aziicar terminal

glucosa/manosa, de las cadenas de carbohidratos.

En las glandulas normales, hiperplasias y adenomas, las células positivas
a la Con A han sido prdcticamente las mismas: por un lado, ¢l epitelio del
conducto auditivo externo y las glandulas sebéceas de la pared anterior y poste-
rior y por otro, tanto las glindulas hiperpldsicas como los adenomas, no solo las
células diferenciadas sino también las células basales (Fig. 31). Asi mismo han

sido positivas las células de los conductos excretores.

En los adenocarcinomas, las células sebdaceas mas diferenciadas se han
tefiido ligeramente, mientras que las mds inmaduras eran negativas. En los con-
ductos son positivas las capas mds maduras, sobre todo la queratinizadas, siendo
negativas las basales. La tincién no es homogénea pues en las paredes de estos
conductos existen algunas células queratinizadas individuales mds positivas que
el resto.

En los carcinomas sebdceos escamosos, podemos observar que las células
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sebdceas maduras son positivas con la Con A (Fig. 32), siendo negativas aquellas
que presentan los caracteres tipicos de células indiferenciadas. En las dreas de
metaplasia escamosa ocurre lo mismo, solo las capas mds diferenciadas son
positivas. La tincién es mds intensa en las células sebdceas maduras que en las

células escamosas mds diferenciadas (Fig. 33).

En el unico carcinoma escamoso encontrado, la mayoria de las células son
negativas, pues son completamente anapldsicas, siendo sélo positivas las capas

queratinizadas.

WGA

La lectina Triticum vulgare (WGA), se une al aziicar terminal N-acetilglu-

cosamina.

El epitelio del conducto auditivo externo es positivo también en sus capas
superiores, menos en la capa cérnea. El conducto excretor principal tiene
positividad en la capa superior por debajo del estrato cérneo, siendo negativas las

células basales.

Una vez mids, el patrén de tincidn de la gldndula normal, de las hiperpla-
sias y de los adenomas sebdceos ha sido semejante respecio a la tincién con
WGA: las células sebdceas se han tefiido en su membrana celular siendo todas

positivas, aunque con menor intensidad que con Con A.
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En cuanto al resto de los tumores, todos presentan en general, las mis-
mas caracteristicas: la porcién glandular de adenocarcinomas y los carcinomas
sebdceos escamosos, solo se tifien con WGA las células sebdceas maduras, con
poca intensidad y siguiendo un patrén de membrana. Cuanto mds anapldsico es
el tumor, las células sebdceas van perdiendo tincidén, llegando a desaparecer,
por ejemplo, en aquellos tumores de desarrollo tumoral de mds de tres meses.
Las células tumorales escamosas de carcinomas sebdceos escamosos y en el
carcinoma escamoso, las capas intermedias son positivas para esta lectina (Fig.
34), siendo negativos, las capas basales y la capa cérnea. Existe también di-
ferente intensidad de tincién en poblaciones celulares heterogéneas (Fig. 35).

Como excepcion las zonas con paraqueratosis, muestran una fuerte positividad.

PNA

La lectina Arachis hipogaca (PNA), se une al azicar terminal N-acetil-

galactosamina/galactosa.

Las gldnduias sebdceas normales, incluyendo el conducto auditivo exter-
no, las hiperplasias y adenomas son positivos con PNA, por lo que esta lectina
es un buen marcador de células sebdceas normales, aunque en las hiperplasias y

adenomas la intensidad de tincién es menor (Fig. 36).

Asi mismo, se tifien todas las células sebdceas de adenocarcinomas y
carcinomas sebdceos escamosos. En las zonas de células escamosas, son positi-

vas las capas basales, y negativas las capas intermedia y cérnea (Fig. 37).
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El carcinoma escamoso que es ¢l tumor mds anapldsico encontrado, solo

existe tincidn en algunas células de la capa basal.

2

A-

|

El Ulex Europeus (UEA-1), se une al aziicar terminal L-fucosa.

El UEA-I es positivo en ¢l conducto auditivo externo y en general es un
buen marcador de células sebdceas. Ademds, tanto las hiperplasias como los

adenomas han sido fuertemente positivos a la tincién con esta lectina (Fig. 38).

En los adenocarcinomas presentan positividad las células sebdceas madu-

ras y las células epiteliales de los conductos (Fig. 39).

En los carcinomas sebdceos escamosos, las zonas escamosas tumorales
presentan las capas intermedias fuertemente positivas, siendo negativos los
estratos basal y c6rneo. En algunos casos en los que 1a metaplasia escamosa fué
poco anapldsica, algunas capas basales dieron positivo con esta lectina. Sélo las
células sebdceas tumorales mds maduras se tifien con esta lectina, pero con

menor intensidad con respecto a las gldndulas normales y en los tipos anteriores

(Fig. 40).

En el carcinoma escamoso, solo fueron ligeramente positivas algunas

céluias de las capas superiores y las células paraqueratosicas.
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Todos los resultados histoquimicos obtenidos con Lectinas estan esque-

matizados en la Tabla XVIII.

IV.3.3.6.- INMUNOHIST

A continuacién describimos los resultados referentes a la deteccién de citoque-

ratinas.
CITOQUERATINA POLICLONAL DE AMPLIO ESPECTRO (CK PAE)

Con este anticuerpo policlonal de amplio espectro se observé positividad
en las gldndulas sebdceas de la pared anterior y posterior, y en la glindula

principal de Zymbal, asi como en el epitelio del conducto auditivo externo.

En los adenomas ¢ hiperplasias, no ha variado la tincién con respecio a

la de la glandula de Zymbal normal.

En adenocarcinomas y carcinomas sebdceos escamosos también hemos
comprobado la positividad a esta citoqueratina en las células sebdceas. En las
zonas tumorales escamosas todas las células han sido positivas, incluso las
células mds inmaduras. Solo en el carcinoma escamoso, las células mds anapla-

sicas han sido negativas (Fig. 41).
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CITOQUERATINA MONOCLONAL AMPLIO ESPECTRO (CK MAE)

Esta CK, ha presentado postividad sobretodo en las células basales de
glandulas sebdceas normales, hiperplasias y adenomas, asi como en ¢l epitelio
del conducto auditivo externo (Fig. 42). En los carcinomas sebdceos escamo-
sos, las células sebdceas han sido ligeramente positivas asi como todas las
células con diferenciacién escamosa. En el carcinoma escamoso todas las célu-

las han presentado inmunotincidn.

CITOQUERATINA DE ALTO PESO MOLECULAR (CK-APM)

También detectamos esta CK en el epitelio del C.A.E. Pero todas las

células sebdceas, ya sean de gldndulas normales o alteradas, han sido negativas.

En los adenocarcinomas, carcinomas sebdceos escamosos y carcinomas
escamosos, la CK APM en las zonas tumorales escamosas, ha sido negativa en
las capas basales indiferenciadas (Fig. 43); la capa intermedia ha sido positiva
y el estrato cérneo ha sido negativo. Esta citoqueratina, en general, ha presen-

tado una tincidn de poca intensidad (Fig. 44).
CITOQUERATINA 1 (CK-1)
En las estructuras normales, s6lo aparecié CK 1 en el C.A.E. con una

marcada positividad (Fig. 45), ya que, tanto las gldndulas sebdceas de la pared

anterior y posterior, como la glandula de Zymbal normal, hiperplésica o adeno-
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matosa no han presentado positividad a esta citoqueratina, aunque, excepcional-

mente, alguna células maduras han mostrado una ligera tincién.

Como era de esperar, en los adenocarcinomas, carcinomas sebaceos
escamosos y carcinoma escamoso, la CK-1 no es positiva en las células sebdceas.
En las zonas tumorales escamosas, las capas basales han sido negativas y se ha
revelado una fuerte positividad a esta citoqueratina en la capa intermedia (Fig.
46). En la capa superficial cérnea la expresion de CK 1 se observaron zonas

negativas junto a otras fuertemente tefiidas.

CITOQUERATINA 4 (CK4)

En el conducto auditivo externo, hemos observado una ligera positividad
a esta CK. Pero, sin embargo, es la CK que ha presentado mayor positividad en
las células sebdceas, tanto normales como hiperpldsicas o tumorales (Fig. 47).
Las formaciones escamosas tumorales también han sido positivas en sus capas
mds superficiales, presentando una tincién uniforme. La capa cérnea ha sido

negativa. En el carcinoma escamoso muy pocas células han expresado esta CK.

CITOQUERATINA 8-18 (CK 8-18)

Esta citoqueratina, tipica de epitelios simples y glandulares segiin la
bibliografia consultada, ha presentado una tincién negativa para el conducto
auditivo externo, una débil positividad en las gldndulas sebdceas normales,
hiperpldsicas y adenomatosas, asi como en los carcinomas sebdceos escamosos

y adenocarcinomas, incluso en las zonas de diferenciacién escamosa, en las que
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se han tefido ligeramente las capas intermedias y superficiales (Fig. 48). La

tincién ha sido uniforme y difusa.

CITOQUERATINA 10-11 (CK 10-11)

Todas las estructuras de las glandulas sebdceas normales, hiperplasias y
adenomas se han tefiido con esta citoqueratina, en los adenocarcinomas y carci-
nomas de células sebdceas, las células sebdceas tumorales presentan inmunotin-
cién con distinta intensidad entre si (Fig. 49). En el conducto auditivo externo y
en las células de las capas intermedias y superficiales de las zonas tumorales
escamosas, tanto de los carcinomas sebdceos escamosos, como del carcinoma
escamoso son positivas (Fig. 50) y la tincién también ha mostrado distinta
intensidad, encontrdndonos células fuertemente tefiidas junto a otras de positivi-
dad muy débil.

CITOQUERATINA 14 (CK 149)

El conducto auditivo externo presenta una positividad media a esta CK, asi
como las células sebdceas de gldndulas normales, hiperplasias y adenomas que
gstan en contacto con la membrana basal siendo el resto de las células negativas
(Fig. 51). En las adenocarcinomas y en las células sebdceas tumorales han sido
ligeramente positivas; asi mismo, las capas intermedias y cérneas de las zonas
escamosas han presentado CK 14. En el carcinoma escamoso solo han presentado

positividad las capas cérneas.
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INCIDENCIA TUMORAL (T. mama)

e
DIAS RATAS AFECTADAS PORCENTAJE
— -t
24 i 25%
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 L. Porcentaje de animales afectados por tumores de mama.

N° TUMORES DE MAMA POR RATA

o e P ——— [ T )
MEDIA LIMITE INFERIOR 3.5433

ARITMETICA 4.275 LIMITE SUPERIOR 5.0065
DESVIACION - LIMITE INFERIOR 1.8§153
TIPICA 2.2896 LIMITE SUPERIOR 2.9637

TABLA II. Media de tumores mamarios por animal.
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INCIDENCIA TUMORAL (T. Zymbal)

L ]
DIAS RATAS AFECTADAS PORCENTAJE
156 1 55%
B 168 3 16.6% i
192 3 16.6%
250 7 38.8%
i 274 9 50%
286 11 61.1%
298 12 66.6%
332 13 72.2%
356 17 94.4% -
B 380 18 100%

TABLA III: Grupo de animales afectados por tumores de Zymbal. Incidencia tumoral.



96

EVOLUCION DEL PESO (GRAMOS)
RATAS CON RATAS SIN
DIAS TUMORES DE TUMORES DE CONTROLES
ZYMBAL ZYMBAL
1 197.3 189.2 193.3
36 276.7 264.1 290.2
i 108 345.0 3324 348
156 291.9 297.1 295.3
192 331.1 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 e 358.2

TABLA IV. Evolucién de la media del peso de los animales a lo largo de ia experiencia.
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PESO TERMINAL DE LOS ANIMALES SIN TUMORES DE ZYMBAL
PESO DE LOS TUMORES DE MAMA
RATA PESO(gr.) PESO TUMORES % PESO TUMORAL-
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
16 309.2 177 522
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.¢ 3.10 )
B 33 370 60.7 16.4
36 370.3 N 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. Peso al término de la experiencia de los animales sin tumores de Zymbal.
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PESO DE LOS TUMORES DE MAMA

PESO TERMINAL DE LOS ANIMALES CON TUMORES DE ZYMBAL

RATA PESO(gr.) PESO TUMORES % PESO TUMORAL

1 620 308.9 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

2 550.3 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. Peso al término de la experiencia de los animales con tumores de Zymbal, y de

los tumores mamarios,
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SUPERVIVENCIA DE RATAS SIN TUMORES DE ZYMBAL

DIAS SUCESOS PR. SUPERYV, VIVOS
39 1 0.95455 21
91 1 0.50909 20
121 1 0.86634 19
132 1 0.81818 18
144 1 0.77273 17 B
153 1 0.72727 16
171 1 0.68182 15
192 1 0.63636 14 ]
193 i 0.59091 13
197 3 0.45455 10
i 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 |
I 323 1 0.09090 2
365 1 0.04545 1
I 369 1 0 0

TABLA VIL Supervivencia del grupo de animales que no tuvieron tumores de Zymbal.

TOTAL CASOQOS: 22
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SUPERVIVENCIA DE RATAS CON TUMORES DE ZYMBAL
—_—————————
DIAS SUCESOS INCOMPLETOQS PR. SUPERV. VIVOS
243 1 0 0.94444 17
262 1 0 0.83889 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
i 386 1 0 0,10817 H
] TOTAL CASOS: 18 INCOMPLETOS: 7 i COMPLETOS: 11

TABLA VIII. Supervivencia del grupo de ammales con tumores de Zymbal. Anilisis de

supervivencia Kaplan-Meier (datos incompletos: sacrificios).



COMPARACION DE CURVAS DE SUPERVIVENCIA LOGRANK

e
GRUPO TAMARNO OBSERVADOS ESPERADOS (O-E)* /E
CON TUMOR 18 1 23.1168 6.3511
SIN TUMOCR 22 22 9.8832 14.8552
TOTAL 40 33 --- 21.2063

SIGNIFICATIVO (p<0.001)

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

Zymbal, y sin ellos, segin el método Logrank.

—_ . —

DIAS DE SUPERVIVENCIA
RATAS CON METASTASIS PULMONAR-SIN METASTASIS PULMONAR
COMPARACION DE MEDIAS

GRUPO MEDIA DESV. TIPICA TOTAL CASOS
CON METASTASIS 274.7 66.0405 10
SIN METASTASIS 233.087 92.742 23

NO SIGNIFICATIVO (p=0.21016)

TABLA X. Comparacién de las medias de los dias de supervivencia de animales con

metdstasis pulmonar y las que no tienen metdstasis pulmonar.
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TUMORES DE MAMA
MAMA DERECHA- MAMA IZQUIERDA
COMPARACION DE MEDIAS

MAMA MEDIA DESV. TIPICA TOTAL CASOS
DERECHA 2.275 1.3772 40
1ZQUIERDA 2 1.3587 40

NO SIGNIFICATIVO P: 0.3714

TABLA XI. Comparacidn entre las medias de los tumores mamarios que afectan a la cadena

mamaria derecha y a la izquierda.

r MAMA

TUMORES DE MAMA
MAMA DERECHA-MAMA IZQUIERDA
COMPARACION DE PROPORCIONES

FRECUENCIA TOTAL CASOS PROPORCION
DERECHA 38 40 95%
IZQUIERDA 34 40 85%

NO SIGNIFICATIVO (P<0.05)

TABLA XII. Comparacion del nimero de mores de mama que aparecen en la cadena

mamaria derecha y los que presenta la cadena mamaria 1zquierda.
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TIPOS HISTOLOGICOS DE LOS TUMORES DE MAMA

TIPOS HISTOLOGICOS PORCENTAIJE
FIBROMAS 6 %
BENIGNOS

FIBROADENOMAS 9%

ADENOCARCINOMA "A" 8 %

ADENOCARCINOMA "B" 56 %

MALIGNOS ADENOCARCINOMA "C" 13 %

ADENOCARCINOMA "D" 7%
- ]

FIBROSARCOMA 1 %
- — _ _— 4 — . ]

TABLA XIII: Tipos histoldgicos y porcentaje de los tumores de mama.
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COMPARACION DE PROPORCIONES
TUMORES DE ZYMBAL
OIDO DERECHO-OIDO 1ZQUIERDO

oo FRECUENCIA TOTAL CASOS PROPORCION
DERECHO 12 40 30%
[ZQUIERDO 13 40 ' 33%
NO SIGNIFICATIVO (P<0.03)
TABLA XIV. Comparacién de los oidos afectados por tumores de Zymbal.
—_——
VOLUMEN TUMORAL
TUMORES DE ZYMBAL
_— I
GRUPO MEDIA DES. TIP. 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
e

TABLA XV: Vohimenes de los tumores de la glindula de Zymbal (cm®), en los distintos
grupos de desarrollo tumoral.
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COMPARACION MULTIPLE DE LAS MEDIAS DE LOS GRUPOS
RATAS CON TUMORES DE ZYMBAL
f H
VARIABLE 1 VARIABLE 2 DIFERENCIA SIGNIFICATIVO
3 MESES NECROPSIA | 15.8305 P<0.01
_
3 MESES 1 MES 12.0032 P<0.01
3 MESES 2 MESES 9.056 P <0.01
2 MESES NECROPSIA 6.7745 P<0.05
—
2 MESES 1 MES 2.9472 NO
1 MES NECROPSIA 3.8273 NO
e e e I e e —

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS (Varianza=14.4267)

TABLA XVI: Comparacién de las medias de los vohimenes tumorales de la gldndula de

Zymbal entre los distintos grupos.

—_— e
TUMORES DE LA GLANDULA DE ZYMBAL
TIPOS HISTOLOGICOS
' GRUPOS HIPERPLA. ADENOMA | ADENOCAR. | C.SEB.ESC. C.ESCA.
NECROPSIA 20% 12% - . —
1 MES 17 s 4% Can |
2 MESES - — 4% L 20% —_
3 MESES —- - - ] 16% | 4%

TABLA XVII: Tipos histolégicos de los tumores de la glindula de Zymbal.
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LECTINAS
TIPO HISTOLOGICO CON A WGA PNA UEA-I
CONDUCTO EPITELIO t + - et
AUDITIVO
GL. SEBACEAS ++ + ++ +++
HIPERPLASIAS ++ + n 4+
ADENOMAS ++ + n ey
ADENO- c. - - - -
CARCINOMA | [NDIFERENCIADAS ]
C. DIFERENCIADAS + + + + +
€.SEB.INMADURA - . - -
C.SEB.MADURA + + + + +
CARCINOMA
CAPA BASAL - - + + + -
SEBACED
ESCAMOSO CAPA INTERMEDIA + + 4+ + +++
CAPA CORNEA l + _ B }
CARCINOMA CAPA BASAL - + + -
ESCAMOSO
CAPA CORNEA + _ B +

TABLA XVIH: Resultados cbtenidos en los tumores de la glindula de Zymbal con las técnicas

histoquimicas de Lectinas. (+ débil, + + positivo, + + + muy positivo, - negativo)



CITOQUERATINAS

|l______._________.__....__.____

;

| TIPO HISTOLOGICO CK PAE | CK MAE | CK APM CK1 CK 4 CK 8-18 CK 10-11 CK 14 I
CONDUCTO EPITELIO +++ ++ + + + 4+ + - ++ + 4
AUDITIVO .
GL. SEBACEAS +4 + _ _ 4 + + + u
H HIPERPLASIAS ++ + . - + + + + "
" ADENOMAS +4 T ; ; + + + + ||
ADENO- C. INDIFERENCIADA + F+ - - - . - + “
CARCINOMA
C. DIFERENCIADA + + N . + 4 + + u
L
PI CEL. SEB. INMADURA + + - . - + - . ||
i CEL. SER. MADURA + + . . + v N + "
r CARCINOMA
J SEBACEO CAPA BASAL + + - - - - - - “
F ESCAMOSO CAPA INTERMEDIA + + ++ + +++ + + + + ++
“ CAPA CORNEA + + + - - + + + +
CARCINOMA CAPA BASAL + + . ; " + + _
ESCAMOSO
CAPA CORNEA + + - + - + + +

TABLA XIX: Resultados obtenidos de la expresidn de las citoqueratinas en los tumores de glandulas de Zymbal.

(- negativo, + débil, + + positivo, + + + muy positivo)
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Fig. 1.- Ewvolucién del porcentaje de animales afectados por tumores de mama.
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Fig. 2.- Evolucion del porcentaje de animales afectados por tumores
de mama y el de los afectados por lumores de cido.




Fig. 3.- Evoluckon del porcentaje de animales afectados por tumores de Zymbal.
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Fig.4- Porcentaje de animales afectados por tumores de Zymbal.
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Fig. 5.- Evolucion del paso de los animales
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Fig. 6.- Evoluckin del peso de los animales
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Fig. 7.- Supervivencia global de los animales

Fig. B.- Supervivencia por grupos
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Fig. 10.- Distribucion en grupos de los animales de la experiencia.
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Fig. 11.- Porcentaje de animales con metastasis pulmonar por adenocarcinoma
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Fig. 12.- Distribucién en grupos de los animales con tumores de Zymbal.
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Fig. 13.- Media de tumores de mama por animal, segun la cadena mamaria afeciada.

Fig. 14.- Porcentaje de los distintos tipos histolégicos de los tumores de mama.
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Fig. 15.- Porcentaje de cidos afectados por tumores de Zymbal.
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Fig. 16.- Volumen de los tumores de Zymbal en los distintos grupos.
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Fig. 17.- Tipos histolégicos de los tumores de Zymbal en los distintos
grupos.




Fig. 18.- Rata Sprague-Dawley; tumores de la glindula de Zymbal inducidos
con DMBA.

Fig. 19.- Imagen macroscdpica de un tumor de la glindula de Zymbal inducido
con DMBA.
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Fig. 20.- Glindulas sebaceas de la pared anterior y posterior del conducto

auditivo externo, H&E x150,

Fig. 21.- Glindula de Zymbal normal. H&E x150.
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Fig. 24.- Néodulo hiperplisico de células sebdceas adyacente a un conductc
excretor dilatado. H&E x150.

Fig. 25.- Adenoma sebdceo de la glindula de Zymbal, H&E x300.
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Fig. 26.- Adenocarcinoma. Glindula de Zymbal. Tricrémico de Masson x60.
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Fig. 27.- Carcinoma sebdceo escamoso. G’linduhdnzjrnhl H&E x100.
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Fig. 30.- Carcinoma de células escamosas. H&E x90.
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Fig. 31.- Adenoma sebdicec. Intensa reactividad de las células a Con A-
peroxidasa x400.
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Fig. 32.- Carcinoma sebdceo escamoso. Células sebdceas intensamente positivas

a Con A-peroxidasa x600.

Fig. 33.- Carcinoma sebdceo escamoso. Reaccién heterogéna frente a Con A-

peroxidasa x200,
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carcinoma sebdceo escamoso x450.
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Fig. 36.- Adenoma de la glindula de Zymbal. Las células mds diferenciadas son
positivas a PNA-peroxidasa x300.

Fig. 37.- Eunmmnlﬂ:imm Capas basales de un drea con
diferenciacidn escamosa que reacciona intensamente con PNA-peroxidasa x300.



Fig. 38.- Conducto auditivo externo y glindulas sebdceas positivas a UEA-I-
fosfatasa alcalina x120.
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Fig. 39.- Adenocarcinoma de la gldndula de Zymbal. UEA-I-fosfatasa alcalina
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Fig. 40.- Carcinoma sebdceo escamoso. Area de diferenciacidn escamosa: capas
intermedias positivas a UEA-I-fosfatasa alcalina x200.
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Fig. 41.- Carcinoma sebdceo escamoso. La CK PAE se expresa en todas las
células de origen epitelial. PAP x60.



Fig. 42.- Adenoma sebdceo. Inmunotincidn de las células basales para la CK
MAE. PAP x200.
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Fig. 43.- Carcinoma sebdceo escamoso. Zona de diferenciacién escamosa, la
capa intermedia expresa CK APM. Fosfatasa alcalina x150.



Fig. 45.- Conducto autivo externo. El epitelio expresa con gran intensidad CK
1. Fosfatasa alcalina x200.
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Fig. 46.- Carcinoma sebdceo escamoso. Zona de diferenciacidn escamosa; las
capas intermecias expresan CK 1. Fosfatasa alcalina x200.
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Fig. 47.- Adenocarcinoma de la glindula de Zymbal. Todas las células sebdceas
presentan inmunormeacion con la CK 4. PAP x120.
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Fig. 49.- Carcinoma sebdiceo escamoso. Las células sebdceas expresan
débilmente CK 10-11. PAP x200.



Fig. 50.- Carcinoma de células escamosas. Las células mds diferenciadas
expresan CK 10-11. PAP x240.

Fig. 51.- Adenoma de la gléndula de Zymbal. Células basales positivas a CK
14. PAP x200.
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DISCUSION

Los tumores de la gldandula de Zymbal son neoplasias que han aparecido
de forma no deseada en muiltiples experiencias inducidas con carcindgenos
quimicos para estudiar otro tipo de neoplasias, como por ejemplo, tumores de
mama. Han sido, por tanto, tumores que no se han estudiado en profundidad y
que se han citado como resultados adicionales. Son muy pocos los trabajos
monograficos de los T.G.Z. y ninguno de ¢llos hace referencia a la expresién
de lectinas ni de citoqueratinas de estas neoplasias. Ademds, también son muy
escasos los trabajos con referencias concretas de gldndulas sebdceas de piel hu-
mana o de otras especies y ninguno de ellos mencionan las glandulas sebdceas

de las ratas.

Este trabajo experimental se ha dirigido fundamentalmente al conoci-

miento de la glindula de Zymbal de las ratas y sus tumores.

En cuanto al periodo de induccién tumoral, éste fué de 24 dias para los
tumores de mama, con lo que coincidimos con diversos autores como Huggins
y col. (1961), Drouhault y col. (1983) (28 dias) y con Griswold y col. (1966)
(30 dias). Por el contrario, nos alejamos bastante de los dias de induccidén
tumoral sefalados por Escrich (1935) (74 dias).

Respecto al nimero de tumores de mama por animal, la media fué de
42 que coincide con lo obtenido por Pena (1989) y Talwalker y col. (1964),
aunque nuestro numero de tumores es ligeramente superior. Por el contrario
nos alejamos bastante de los resultados obtenidos por Drouhault y col. (1983),

que solo describieron 2*7 tumores por animal.
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En cuanto a los tumores de la gldndula de Zymbal, el primer tumor
aparecio el dia 156 de-: la experiencia, coincidiendo con Pliss (1987) y Kato y
col. (1989) que detectaron el primer tumor el dia 139, aunque usaron un car-
cinégeno distinto en su experiencia, y con Pefia (1989), en cuya induccién con
DMBA, la aparicién de los tumores de la regién auricular se produjo a partir
del quinto mes. Estos resultados difieren completamente de los obtenidos en
experiencias en las que se estudian los tumores de la glindula de Zymbal es-
pontdneos, pues el tiempo de aparicidn del primer tumor se alarga conside-
rablemente; asi estan descritos tumores de aparicion entre 400 y 800 dias (Tan-
nembau y col., 1962; Snell, 1965; Schardein y col., 1966). Por otro lado, Pliss
(1978) afirma que puede existir la regresién espontdnea del tumor en alguno de

los casos, sin embargo nosotros no lo hemos observado en ningin animal.

En cuanto al porcentaje de animales afectados por tumores de Zymbal,
¢éste ha sido del 45%. Resultado bastante mas alto que el 32% obtenido por
Hirose y col. (1988) e inferior al obtenido por Pefa (1989), en cuya experien-
cia se afectaron el 50% de los animales. Los datos procedentes de experiencias
realizadas con otros carcinégenos quimicos son muy variables: Bielchowsky y
col. (1944) seiialan un 78% de afectacién y Skoryna y col. (1951) un 52%,

induciendo los tumores con 2-acetylaminofluorene (2-AAF).

En cuanto al estado general de los animales, la mayoria de los autores
(Griswold y col., 1966; Peiia, 1989) consideran que fue bueno. Esto es debido
a que sus experiencias en general fueron de poca duracién (Griswold y col.,
1966); sin embargo, en nuestra experiencia, mds dilatada, el estado general de
los animales empeora con el tiempo de desarrollo tumoral, sobre todo después

de la aparicién de los tumores de la gldndula de Zymbal.
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En cuanto al peso de los animales, fué inferior en los animales testigo
hasta el dia 190, aunque se mantuvo dentro de los limites de la normalidad,
coincidiendo con varios autores (Messadi y col., 1986; Penia, 1987). A partir
de este dia, como consecuencia del incremento en el peso de las neoplasias

mamarias, el peso aumenté superando la media de los animales testigo.

En cuanto a la supervivencia de los animales de nuestra experiencia
hemos de senalar que no se ha producido ninguna muerte en los dias poste-
riores a la administracion del DMBA, difiriendo de los resultados de Pena
(1989) que sefala algunas muertes tras la administracién del carcindgeno, en su
opinién debidas a cierta toxicidad del producto. Sin embargo, tras nuestros
resultados coincidimos con Huggins y col. (1961) en que la induccién tumoral
mediante una tnica dosis de 20 mg. de DMBA via intragdstrica, es un método
de aplicacién facil, adecuado y de resultados efectivos y solo se ha comprobado

toxicidad con dosis mds altas.

Hasta el dia 243 de la experiencia la posible causa de muerte de los
animales ha sido sin lugar a dudas la presencia de muiiltiples tumores de mama
o de sus metastasis. Talwalker y col. (1964) afiaden como causa de muerte di-
versas complicaciones respiratorias. Creemos que, aunque en algunos animales
hayan aparecido algunos focos neumoénicos, no han sido lesiones tan graves
como para producir 1a muerte de los animales. Por otra parte, coicidimos con
Escrich (1985) a la hora de sefialar la presencia de metdstasis pulmonares,
mientras que Messadi y col. (1986) y Pefia (1989), no sefialan ninguna alte-

racion de este tipo.

Drouhault y col. (1983) observaron que los animales portadores de
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neoplasias mamarias solo sobrevivieron 9.5 meses, tiempo muy inferior al
nuestro pues nuesira experiencia duré 396 dias. Tampoco coicidimos con Gris-
wold y col. (1966) que senalan que para el dia 200 después de la administra-
cidn del carcindgeno la mayoria de los animales ya habian muerto. En nuestro
caso el dfa 200, solo habiamos observado la muerte de 12 animales de los 40

que se recibieron DMBA.

En cuanto a la descripcién macroscépica de las neoplasias mamarias,
hemos encontrado pocos trabajos que abordan este aspecto. Senalan, sin embar-
go, la presencia de ulceraciones y hemorragias. No existe unanimidad en lo
referente a la capacidad de invasién tumoral a otros tejidos circundantes, como
misculos, tejido adiposo, o piel, sefialada por diversos autores (Huggins, 1965;
Talwalker y col., 1964; Archer y Orlando, 1968), y nosotros mismos. Sin
embargo Pefia (1989) y Mobbs (1966), no encontraron invasién en tejidos

adyacentes.

En el apartado del estudio histolégico de las neoplasias mamarias, se ha
descrito la existencia de una escasa proporcién de fibroadenomas, cuyo propor-
cién aumenta a medida que transcurre el tiempo de ingestién del carcindgeno
(Huggins y col., 1962; Mobbs, 1966; Griswold y Green, 1970; Griswold y
col., 1966), pero no se menciona la existencia de fibromas, solamente Pefia
(1989), senala que un 2°70% de estos tumores. Nosotros pudimos observar la

aparicién de un 57 % de fibromas.

De acuerdo con numerosos autores la gran mayoria de los tumores
mamarios fueron adenocarcinomas (Huggins y col. 1961; Russo y col. 1983;

Melhem y col., 1987). Para su estudio nos parecié lo mds oportuno adoptar la
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clasificacién de Stevens y col. (1965), citada por Pena (1989), por considerarla
la mejor en cuanto a la descripcion histolégica de los tumores y por ser la
linica que sefiala el adenocarcinoma tipo D, que son tumores de aparicién
tardfa, causa por la que la gran mayoria de los autores no han descrito este tipo
de neoplasias. Como hemos sefialado anteriormente, muchas de las experiencias
hechas en ratas con DMBA, no han tenido la duracién suficiente, ni para que
aparezca el adenocarcinoma tipo D, ni para que se presenten los tumores de la

glandula de Zymbal.

En muy pocas ocasiones se han descrito los caracteres macroscépicos de
los tumores de la gldndula de Zymbal, sefialandose que son neoplasias recubier-
tas por una piel intacta en los primeros estadios de desarrollo tumoral, que se
mueve libremente y para, segin avanza el tiempo, ulcerarse, apareciendo el tu-

mor adherido a planos mds profundos (Skoryna y col., 1951; Pliss, 1978).

Coincidimos en la descripcién histoldgica de la gldndula de Zymbal, con
la primera que se realizé en 1933 por Zymbal, y no con la descrita por Za-
wisch-Ossenitz (1933). Este dltimo, describié la gldndula consituida por 13
Iébulos. Nosostros hemos comprobado, que la glindula de Zymbal esta consti-
tuida por 4 l6bulos principales, integrados por grupos glandulares de los que
surge un conducto menor, que confluye en un conducto lobular que desemboca
en el conducto excretor. Nuestra descripcidn coincide en parte con la realizada
por Skoryna, (1951); Schardein, (1966) y Pliss (1987). Para estos autores solo

existirian conductos menores, o intralobulares, que confluyen en el conducto

excretor principal.

La histologia de las gldndulas sebdceas de la pared anterior y posterior
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del conducto auditivo externo, se conservé con un aspecto normal excepto en
un solo caso en el qﬁe se encontraron alteraciones quisticas y un carcinoma
escamoso en la gldndula de Zymbal. Por el contrario, algunos autores (Schar-
dein y col., 1966) senalan la existencia de formaciones adenomatosas y quisti-
cas en las gldndulas de la pared anterior en un 7°5% de los casos de los anima-
les tratados con 3-TACP, ocurriendo 6 de los casos en animales que también

tenian tumor de la gidndula principal de Zymbal.

En cuanto a la clasificacién histoldgica de estos tumores, a lo largo de la
bibliografia consultada nos hemos encontrado con distintas clasificaciones,
muchas de ellas demasiado complicadas o demasiado tedricas, que luego no son
aplicables en la realidad. Asi, por ejemplo, la clasificacién que realiza Pliss en
1987, muy parecida a la de Mohr y col. en 1990, en la que separan por un
lado los adenomas con diferenciacién sebdcea escamosa, y por otro los adeno-
mas con diferenciacién escamosa simplemente; esta diferenciacién no fue ob-
servada en nuestro estudio, ya que al tefir con Sudan III, todas las masas

amorfas y acelulares han sido positivas.

Por otro lado, estos mismos autores separan los tumores malignos en
adenomas malignos, que nosotros hemos preferido denominar como adeno-
carcinomas, en carcinomas sebdceos, carcinomas de células sebdceas con o sin
queratinizacién y carcinoma de células sebdceas escamosas. En nuestro estudio,
hemos podido comprobar que todos los carcinomas son carcinomas sebdceos
escamosos, en los que existen zonas de metaplasia escamosa con cambios de
malignidad, junto a las células sebdceas tumorales, predominando en algunos
tumores unos tipos histolégicos mas que otros. No consideramos esta diferencia

lo suficientemente significativa como para realizar una divisién tan exhaustiva
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de estas neoplasias como la que realizan estos autores (Mohr y col. 1990, y
Pliss, 1987). Asi, nos parece la clasificacién mds adecuada la de Mohr (1993),
que clasifica los tumores en adenoma sebéaceo, carcinoma de células escamosas,
queratinizado o no queratinizado, y carcinoma sebdceo (en el que se seiiala la
presencia de zonas con diferenciacién de células escamosa), ademds de seiialar
la hiperplasia sebicea e hiperplasia escamosa. Pero ninguno de los autores
antes citados, sefalan la presencia de un adenocarcinoma como tal, solamente
Pliss (1987), habla de un adenoma maligno. En el unico caso de carcinoma
escamoso que hemos observado en nuestra experiencia, realmente todo el tu-
mor es un carcinoma escamoso, no presenta células sebdceas y su origen no
parece ser la glidndula de Zymbal, sino el epitelio plano estratificado de los

conductos excretores.

Algunos autores como Hirose y col. (1988) y Schardein y col. (1966) al
clasificar los tumores, nombran los papilomas sebdceos y los tumores epite-
liales papilares, respectivamente. Sin embargo, en nuestro estudio la presencia
de formaciones papilares es un hallazgo puntual y no son estructuras lo sufi-
cientemente representativas como para definir un determinado tipo histoldgico

POT su misma presencia.

A la vista de los resultados obtenidos si podemos afirmar que los tumo-
res de la gldndula de Zymbal de las ratas sirven de modelo experimental para

el estudio de los tumores de gldndulas sebdceas de la piel humana.

El andlisis minucioso de la evolucién histolégica de las lesiones pretumo-
rales y tumores de la glindula de Zymbal nos han permitido acercarnos a su

etilogia. Existen varias teorias que intentan explicar el origen y la evolucién de
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estos tumores. La mayoria de los autores consultados coinciden en afirmar que
aparecen cambios quisticos en esta glindula producidos por la edad del animal
(Schardein y col., 1966; Tannembaum, 1962), aunque Laws y col. (1955),
indican, por el contrario, que estos cambios quisticos, no estan relacionados
con el desarrollo del tumor. Sin embargo, Skoryna y col., (1966) opinan que
estas lesiones degenerativas previas, ocurren independientemente de la adminis-
tracion del carcinégeno y es el prerrequisito (junto a otras alteraciones como
ofitis) que tiene que haber, para que, una vez administrado el producto, se
produzcan los tumores de Zymbal. Schardein y col. (1966) también afirman
que son los cambios quisticos los que contribuyen a la formacién del tumor y a
su desarrollo, y que estos cambios son acentuados por el carcindgeno quimico
en cuestién. Por otro lado, Kinney (1989) en un estudio sobre carcinomas de
células escamosas del canal auditivo externo en un oido humano, afirma que
este tumor puede ocurrir en un oido en el que previamente haya habido una

inflamacién crénica.

Por otra parte, se han realizado estudios para comprobar si realmente la
glindula de Zymbal es un 6rgano diana del DMBA. Asi Reddy y col. (1989)
realizaron cultivos in vitro de gldndulas de Zymbal, cultivos a los que admi-
nistraron DMBA, y pudieron comprobar que estos tejidos metabolizaban el
DMBA, produciendo cambios en su DNA, sefialando que este proceso podria

estar relacionado con la formacién de los tumores in vivo.

Ademds se sabe existen tumores espontdneos de la gldndula de Zymbal,
como lo demuestran las experiencias de Tannembaum y col. (1962); Snell
(1965) y Schardein (1966). Aunque, como ya hemos indicado en estas expe-

riencias, la aparicién de los tumores se alarga considerablemente.
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Nuestra opinién, es que realmente si existen cambios quisticos que se
desarrollan con la edad, ademds consideramos que estas lesiones son pretumo-
rales, pues muchas de ellas van acompaiiadas de la formacién de nédulos hiper-
pldsicos y adenomatosos. De acuerdo con nuestro estudio, estas lesiones son las
que primero aparecen en ¢l tiempo. Probablemente los cambios quisticos son
acelerados por la administracion del DMBA y el desarrollo del tumor se ve
favorecido, ya que la primera aparicion de cambios quisticos con nddulos
adenomatosos espontdneos fué descrita a los 420 dias (Schardein, 1966) y noso-
tros comenzamos a observar los primeros cambios tumorales a los 4 meses de
edad. Un esquema de la sucesién de acontecimientos podria ser:

* El DMBA acelera la formacién de dilataciones quisticas con hi

persecrecién de material sebdceo.

* Aparicién de nédulos hiperpldsicos y/o adenomatosos.

* Malignizacidn y aparicién de adenocarcinomas y carcinomas.

* Diferenciacion escamosa de los carcinomas sebiceos.

Por otro lado, hemos podido establecer una correlacion entre los tipos
histolégicos de las lesiones de 1a gldndula de Zymbal y el tiempo de desarrollo
tumoral. En este sentido, no podemos afirmar que un carcinoma sebdceo esca-
moso, haya tenido su origen en un adenocarcinoma y este a su vez se desarro-
lle a partir de una adenoma, pero si parece existe realmente una correlacién
entre los distintos tipos tumorales y su desarrollo en el tiempo. Pliss (1987)
sugiere que existe una evolucién de un tipo tumoral a otro al hablar de la ma-
lignizacién de los adenomas, aunque también opina que no se puede descartar
la posibilidad de que los carcinomas se desarrollen independientemente, sin

pasar por ¢l estado de adenoma.
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Consideramos oportuno destacar, la ausencia total de bibliografia res-
pecto a estudios con técnicas histoquimicas o inmunohistoquimicas de la glin-

dula de Zymbal y de sus tumores.

En lo referente a las lectinas, hemos optado por nombrar a las lectinas
en funcién de su especificidad de unién a los aziicares terminales en las cadenas
de carbohidratos, siguiendo la clasificacién de Goldstein y col. (1986), que es

la preferida por la mayoria de los autores.

Varios investigadores, (Burger y col., 1967; Inbar y col., 1969; Ben-
Basset, 1970 y Rapin y col., 1974), sefialaron a las lectinas como un apoyo
metodoldgico para diferenciar células no neoplasicas de las tumorales, en deter-
minados casos en los que no estd clara la diferencia, como en el caso de hi-
perplasias de mama, o hiperplasias de piel. Las lectinas aglutinarfan las células
tumorales, pero no las normales. Extrapolando sus resultados a la histoquimica,
hemos podido comprobar que las lectinas utilizadas han presentado la misma
positividad, en las gldndulas normales, ¢ hiperplasias y muy poca diferencia
con respecto a los adenomas. S hemos encontrado variacion en la tincién con

lectinas en las neoplasias malignas, con respecto a la gldndula normal.

En lo referente a las células sebédceas, tanto normales como neopldsicas,
hemos observado, como lo hicieron Ookusa (1983) y Schaumburg (1984) en
glandulas sebdceas y sudoriparas humanas que la intensidad de tincidn se incre-
menta durante 1a maduracién celular. Tanto Con A, WGA, PNA, y UEA-L
distinguen entre células bien diferenciadas, y las células inmaduras. En las
lesiones pretumorales, todas las células son positivas, mientras que en los tu-

mores mds malignos, el mimero de células sebdceas positivas desciende consi-
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derablemente. Sin embargo, estos resultados difieren de los obtenidos por
Wollina y col. (1992)-al realizar un estudio con lectinas en gliandulas sebdceas
cutdneas porcinas, pues encuentra una fuerte positividad en los sebocitos peri-
féricos, mds inmaduros, con WGA y con Con A, positividad que va disminu-
yendo, segin maduran las células hasta que en los sebocitos centrales la positi-

vidad se vuelve mas débil.

Los resultados que hemos obtenido con la lectina Con A, han sido idén-
ticos a los observados por Von Kuster en 1986, en un estudio sobre epitelio
sebdceo humano normal y neopldsico. En las gldndulas sebdceas, la reaccién ha
sido positiva en la membrana plamdtica, y en las membranas de las vacuolas
lipidicas intracitoplasmdticas. La tincién de gldndulas sebaceas hiperpldsicas y
los adenomas sebdceos no varia respecto a las de las glindulas sebdceas norma-
les. Finalmente, en los carcinomas sebdceos escamosos, se va perdiendo tincidén

y se tifien solamente las células m4s maduras.

Atoji y col. (1988) también encontraron tincién en la glandula sebdcea
interdigital del antilope cabra japonés, con PNA, WGA y Con A.

En la mayoria de la bibliografia consultada, se refieren al UEA-1, como
marcador bastante especifico, del endotelio vascular. Nosotros hemos compro-
bado, que el UEA-I, es ademds un excelente marcador de células sebdceas de
las ratas. Holtofler y col. (1982) también sefialan positividad para esta lectina
en las glandulas sebidceas de tejidos humanos, positividad que se amplia a las
gldndulas sudoriparas y foliculos pilosos. Sin embargo, esta expresién de UEA-
I, en gldndulas sudoriparas y foliculos pilosos no ha sido observada en nuestra

investigacion.
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La positividad de las células sebdceas con UEA-I, sigue apareciendo en
todos los tipos tumorales encontrados, aunque al ser las células mds indiferen-

ciadas, van perdiendo intensidad de tincidn.

Al estudiar los tumores de la glandula de Zymbal con metaplasia esca-
mosa, hemos podido comprobar que realmente existen diferencias entre la
tincién con las lectinas en estas formaciones epiteliales y la que tiene un epite-
lio normal semejante sin transformar. Asi, observamos tincidn del epitelio
escamoso del conducto auditivo externo para todas las lectinas y sin embargo
existe una pérdida de tincidn en las zonas de metaplasia escamosa y en las
capas basales con la Con A, WGA y UEA-I y para capas superiores, con PNA.
Dansey y col. (1988) también mostraron diferencias significativas en los patro-
nes de unién de las lectinas y en la intensidad de la reaccién entre un epitelio
normal y un determinada neoplasia epitelial, afirmando, que la modificacién de
la reactividad normal de algunas lectinas, principalmente de PNA y Con A, se
relaciona con la agresividad histolégica del tumor, con su capacidad metastatica
y con el pronéstico de la neoplasia. Evidentemente, nosotros hemos encontrado
la mayor modificacién de tincién en el carcinoma escamoso, el tumor mds
atipico e invasivo de todos, en el que aparecieron muy pocas células positivas
para cualquier lectina. No podemos hablar de su capacidad metastdtica ya que

no aparecié ninguna metdstasis de estos tumores.

Por iiltimo, nos gustaria afiadir, como dato curioso, que la capa querati-
nizada de las neoplasias malignas de la gldndula de Zymbal ha sido negativa en
general para todas las lectinas y ligeramente positiva para la Con A. Sin embar-
go, en los tumores que han presentado dreas de paraqueratosis, si hemos obser-

vado tincién tanto para WGA como para UEA-I, en estas zonas. Hecho que
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puede estar relacionado con una alteracién en el cambio en los azicares de la
superficie celular durante la cornificacién anormal, descrito por Nemanic y col.
(1983). Estos autores comprobaron también que el estrato granuloso del epitelio
de la piel del hombre contiene tres o cuatro veces mds glucolipidos que el
cérneo. De aqui, la gran intensidad en la tincién de la capa intermedia, que

nosotros hemos obtenido para WGA y UEA-L

En lo referente al apartado de expresion de citoqueratinas, lo primero
que destaca es la diferencia entre los anticuerpos policlonales y monoclonales
especificos de CK humanas usadas en tejidos de otras especies animales, como
en nuestro caso, las ratas. Al usar el "Cocktail" de citoqueratinas policlonales
(de K bovinas), hemos observado positividad para todas las células de origen
epitelial, normales y tumorales, tanto células sebdceas, como epiteliales esca-
mosas de los carcinomas escamosos. No ocurre lo mismo con los anticuerpos
monoclonales, con los que hemos encontrado tinciones mds débiles en general
y una ligera positividad para las células de origen sebdceo. Esto coincide con lo
sefialado por Russo y col. (1990) que han descrito ya la diferencia existente
entre el uso de anticuerpos monoclonales antiqueratinas humanas en tejidos
humanos y tejidos de rata. Los epitopos para las células de idéntica localizacidn

en las dos especies, pueden no ser los mismos.

Asi, Wollina y col. (1981) en un estudio inmunohistoquimico sobre piel
porcina, utilizaron anticuerpos mono- y policlonales y afirmaron que las inves-
tigaciones inmunohistoquimicas en el cerdo son dificiles de realizar porque los
anticuerpos monoclonales no son especificos para CK porcinas, lo que también
nos ocurre en rata. Asi, nosotros hemos obtenido una buena expresion de CK

PAE en todas las células sebdceas, tanto de glandulas normales, hiperpldsicas o
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tumorales. Asi, las CK 1 y la CK APM no presentaron inmunotincién en la
gldndula de Zymbal normal o neopldsica, coincidiendo con autores como Zou-
boulis y col. (1981) los cuales cultivando sebocitos humanos in vitro obser-

varon una ausencia total de CK 1.

Si existié expresién de CK 4 en las gldndulas sebdceas tanto de células
normales como neopldsicas, coincidienco con Latham y col. (1989) que obtu-
vieron positividad para esta CK en las capas basales, suprabasales y en los
sebocitos maduros de las gldndulas sebdceas de piel humana; sin embargo Van
Mujien y col. (1986) no pudieron conseguir tincidn para esta CK en cortes de
gldndulas sebdceas, y Moll y col. (1982) limitan esta citoqueratina a epitelios
estratificados no cornificados. Latham y col (1989) sugieren que la diferencia
radica en la técnica empleada, pues ellos realizaron la tincidn en cortes en
criostato y previa proteolisis. En nuestro estudio el problema técnico no parece
existir pues obtuvimos tincién en todas las células sebédceas, siendo el anticuer-

po monoclonal con el que conseguimos mayor intensidad de tincién.

Para la CK 8-18 obtuvimos en las células sebdceas una ligera positividad
coincidiendo también con los trabajos realizados por Latham y col (1989); sin
embargo Tsubura y col. (1981) no encontraron expresién de CK 8 en el aparato

pilosebdceo de piel humana.

Con la CK 10-11 si observamos positividad en las células sebdceas
normales y en las células sebdceas mds diferenciadas de adenocarcinomas y
carcinomas escamosos sebdceos coincidiendo con Latham y col (1981), que
también encontraron expresion de estas citoqueratinas en las capas de células

mds diferenciadas de gldndulas sebdceas de piel humana.
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Tsubura y col (1991) consiguieron una ligera expresion de CK 14 en las
células periféricas de las gldndulas sebdceas del aparato pilosebdceo de piel
humana. Asi mismo, nosotros pudimos observar el mismo patron de tincién
para esta CK en las gldndulas sebdceas normales, hiperpldsicas y adenomas,
aumentando también el mimero de células sebdceas positivas en los adenocarci-
nomas y carcinomas sebdceos escamosos, en comparacién con el resto de anti-
cuerpos monoclonales. Latham y col. (1989) también obtuvieron positividad

solo en sebocitos basales de piel humana.

La tincién obtenida en todas las células sebdceas ha sido citopldsmica, de
acuerdo con los resultados obtenidos por Takata y col. (1989) en carcinomas

sebdceos humanos de glandula parétida.

En cuanto a la expresién de CK en los epitelios del conducto auditivo
externo y zonas escamosas de los diferentes T.G.Z. hemos de sefialar la intensa
tincién obtenida con la CK PAM y la CK 1 en el conducto auditivo externo y
los conductos excretores de la gldndula de Zymbal, corroborando la opinién de
Moll y col. (1982) que describia la CK 1 como tipica de epitelios queratiniza-
dos. Conseguimos una tincién media con la CK APM, CK MAE, CK 14 y CK
10-11 en la misma localizacién. La positividad de estas ultimas coincide tam-

bién con la expresada por Franke y col. (1981) en diferentes tejidos.

Con CK 4 obtuvimos una positividad muy ligera y la-CK 8-18 fue nega-
tiva en el conducto auditivo externo y conductos excretores. Varios autores han
descrito esta CK como tipica de epitelios simples (Franke y col., 1981; Moll y
col., 1982 y Battifora, 1989).
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En las zonas de metaplasia escamosa de T.G.Z. la CK que mayor positi-
vidad ha presentado ha sido la CK 1 y con una intensidad media la CK 10-11,
CK PAE, CK 14 y CK MAE. Aunque la CK 1 y CK 10-11 tuvieron un patrén
irregular de menor tincién. La presencia de células fuertemente tefiidas junto a
otras de menor tincién o negativas, fu€ descrita por Viac y Reano (1982) sugi-
riendo que las poblaciones celulares de los carcinomas escamosos en la especte
humana es heterogénea. Sin embargo para el resto de CK (CK PAE, CK MAE,
CK 14) Ia tincién ha sido homogénea. Ligeramente positiva y también homogé-
nea ha sido la expresion de CK APM y CK 8-18 y CK 4 coincidiendo con
Thomas y col. (1984) que, estudiando distintas CK en tumores de piel de la
especie humana, observaron homogeneidad en la expresién de CK 45, 46 y 55

kD en los carcinomas escamosos Invasivos.
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CONCLUSIONES

La administracion de 20 mg. del carcindgeno quimico 7,12
dimetilbenzantraceno por sondaje intragdstrico en ratas Sprague-Dawley
de 45 dias de edad, induce la aparicién de tumores y/o hiperplasias en la
gldndula de Zymbal (T.G.Z.) que se detectan macroscopicamente a

partir del dia 156 post-administracién.

Tras el estudio histolégico de la glindula de Zymbal de todos los
animales tratados, observamos que un 45% de los animales que
recibieron DMBA presentaron al menos 1 tumor (o hiperplasia) de dicha
glindula, de estos un 38% tuvieron lesiones en las dos regiones

auriculares.

Histolégicamente en la gldndula de Zymbal hemos diagnosticado las
siguientes alteraciones: Un 20% de hiperplasias con cambios quisticos;
el 28% de adenomas; un 8% adenocarcinomas y el 40% carcinomas
sebdceos escamosos. En un animal observamos las imdgenes propias de

un carcinoma escamoso.

Al establecer los grupos de T.G.Z. respecto a su tiémpo de desarrollo
comprobamos que el 100% de hiperplasias y un 55% de adenomas
fueron observados en el grupo necropsia; un 45% de adenomas, un 50%

de adenocarcinomas y el 10% de carcinomas sebdceos escamosos
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pertenecen al grupo de desarrollo tumoral de 1 mes; el 50% de
adenocarcinomas y un 50% de carcinomas sebdceos escamosos, se
corresponden con el grupo de desarrollo tumoral de 2 meses; el
carcinoma escamoso y un 40% de carcinomas sebdceos escamosos
aparecieron en el grupo de desarrollo tumoral de 3 meses; por lo que se

sugiere una evolucién de los tipos tumorales en el tiempo.

La gldndula de Zymbal normal se tifie con todas las lectinas utilizadas,

siendo UEA-I la lectina que mayor intensidad de tincién ha demostrado.

En general, en las hiperplasias y T.G.Z. se produce una disminucion en
el marcaje con las lectinas, Las células sebaceas tumorales més
diferenciadas se tifieron mejor con todas las lectinas empleadas. En las
zonas tumorales de diferenciacién escamosa de los carcinomas sebéceos
escamosos, las capas intermedias reaccionan con las lectinas WGA y

UEA-I, mientras que la capa basal se tifié dnicamente con PNA.

En la gldndula de Zymbal normal, la CK de mayor expresion fué la CK

4, aunque la CK 14 fué un marcador selectivo de sebocitos basales.

En los T.G.Z. las células sebaceas también han expresado CK 4 aunque
con menor intensidad que en la glindula normal. Sin embargo, en las
zonas escamosas de los carcinomas sebédceos escamosos la CK 1 es la

que detectamos en mayor cantidad.
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El 100% de los animales tratados presentaron tumores mamarios el dia
286 tras la administracién del DMBA, habiendo aparecido el primer
tumor mamario el dia 24 post-administracién. Histoldgicamente,
diagnodsticamos un 5.7% de fibromas, 14.8% de fibroadenomas, un 8%
de adenocarcinomas tipo A, un 55.7% de adenocarcinomas tipo B, un
13% de adenocarcinoma tipo C, un 5% de adenocarcinomas tipo D, y

un 1% de fibrosarcomas.
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RESUMEN

Hemos realizado el estudio de los tumores de la glindula de Zymbal
(T.G.Z.) en ratas Sprague-Dawley aparecidos tras la induccién quimica por el
7,12 dimetilbenzantraceno (DMBA), a razén de 20 mg./animal mediante sondaje
intragdstrico. Estos tumores se detectaron macroscopicamente a partir del dia 156
post-administraciéon del carcindgeno. Mediante el estudio histoldgico de la
glandula de Zymbal de todos los animales tratados comprobamos que un 45%
presentaron al menos un tumor (o hiperplasia) en dicha glandula y de estos
animales, un 38% tuvieron lesiones en las dos regiones auriculares; los tipos de
alteraciones diagnosticadas fueron: 20% hiperplasias con cambios quisticos, 28 %
adenomas, 8% adenocarcinomas, 40% carcinomas sebaceos escamosos y en un
s6lo animal observamos las imdgenes propias de un carcinoma escamoso. Al
establecer los grupos de T.G.Z. respecto a su tiempo de desarrollo tumoral se
sugiere una evolucidén de los tipos tumorales en el tiempo.

Con las técnicas histoquimicas de lectinas comprobamos que la glindula
de Zymbal normal se ha tefiido con Con A, WGA, PNA y especialmente UEA-I;
aunque se produce una disminucién en el marcaje con las lectinas a medida que
aumenta la imagen de malignidad en las células sebdceas tumorales. En las zonas
de diferenéiacién escamosa de los carcinomas sebdceos escamosos, las capas
intermedias reaccionan fuertemente con WGA y UEA-I, mientras que la capa
basal se tifié inicamente con PNA. En el estudic inmunohistoquimico observamos
que la CK de mayor expresién en la glindula de Zymbal fue la CK 4, aunque la
CK 14 fue un marcador selectivo de sebocitos basales. En los T.G.Z. las células
sebdceas expresaron también CK 4 aunque con menor intensidad. Sin embargo,
en las dreas escamosas de los carcinomas sebdceos escamosos la CK 1 es la que
detectamos en mayor cantidad.

Al mismo tiempo, estos animales desarrollaron a partir del dia 24, tumores
de mama que identificamos como: 5.7% de fibromas, 14.8% de fibroadenomas,
un 8% de adenocarcinomas tipo A, un 55.7% de adenocarcinomas tipo B, un
13% de adenocarcinoma tipo C, un 5% de adenocarcinomas tipo D, y un 1% de

fibrosarcomas.
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SUMMARY

We have carried out the study of the tumors in the Zymbal gland (Z.G.T.)
in Sprague-Dawley rats appeard after the chemical induction with 7,12
dimethylbenzanthracene (DMBA), at the rate of 20 mg/animal by means of
intragastric sounding. These tumors were first detected 156 days after the
administration of the carcinogen. Histological study of the Zymbal gland of all
the animals we confirmed that, a 45% presented at least one tumor (or
hyperplasia) in this gland, of these animals, a 38% had lesions in both auricular
regions; the diagnosted alteration types were: 20% hyperplasia with cystic
changes, 28% adenomas, 8% adenocarcinomas, 40% sebaceous squamous cell
carcinoma and typical images of squamous cell carcinoma were observed in only
one animal. When we establish the Z.G.T. groups by their tumoral development
time it suggests an evolution of the tumoral types in time. With the lectin
histochemical techniques we observed that the normal Zymbal gland has been
stained with Con A, WGA, PNA and specially with UEA-I; although a decrease
in the lectin staining is produced as the malignant image increases in the
sebaceous tumour cells. In the areas of squamous differentiation of the sebaceous
squamous cell carcinoma, the intermediate layer reacted strongly to WGA vy
UEA-I, but basal layer was stained with PNA. In the inmunchistochemical study
we observed that the CK with the highest expression in the Zymbal gland was the
CK 4, nevertheless the CK 14 was a selective marker of basal sebocites. In the
Z.G.T. the sebacecous cells expressed too CK 4 but with less intensity. However,
in the squamous zones of the sebaceous squamous cell carcinoma the CK 1 was
the one we detected with the greater intensity.

At the same time, these animals developed since the 24th day, mammary
tumors identified as: 5,7% were fibromas, 14,8% of fibroadenomas, an 8% of
adenocarcinomas type A, 55,7% of adenocarcinomas type B, 13% of

adenocarcinomas type C, an 5% adenocarciomas type D and 1 % of fibrosarcoma.
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