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Introduccion.

Ciertos factores son capaces de originar cancer en un porcentaje de los individuos
expuestos a ellos. Entre dichos factores se encuentran la herencia, los productos
quimicos, las radiaciones ionizantes, las infecciones o virus y los traumas. Los
investigadores estudian como estos diferentes factores pueden interactuar de una
manera multifactorial y secuencial para producir tumores malignos. (1) El cancer es, en
esencia, un proceso genético. Las alteraciones genéticas pueden ser heredadas o

producidas en alguna célula por un virus o por una lesion provocada de manera externa.

(2)

El siglo XXI se presenta como uno de los mas asombrosos periodos en la historia de la
humanidad. Los grandes cambios que puso en marcha la revolucion industrial estan
llegando a su culminacion. La poblacion mundial, que se triplico en el siglo pasado, se
esta estabilizando y se estima que para mediados de este siglo se quedara en unos
nueve mil millones. La expectativa de vida se ha casi duplicado, la poblacién de
mayores de 65 supera el 15%, y el envejecimiento de la poblacion ha impactado la

salud publica en muchos paises. (3)

La Agencia Internacional para Investigacion en Cancer (IARC) ha estimado que el afo
2002 hubieron 10.9 millones de casos nuevos de cancer y 6.723.887 muertes por
cancer en todo el globo. Estas cifras representan un incremento de 22% en la incidencia
y mortalidad por cancer en comparacién con las cifras del afio 1990 y segun la OMS el
numero de casos se elevara a 15 millones para el afio 2020. El Cancer de pulmén,
cancer de colon, cancer de mama y cancer de la prostata conforman el 60% de todos
los casos de cancer en el mundo desarrollado; en cambio cancer del estdmago,
hepatocarcinoma y cancer de cuello uterino son tan poco frecuentes que sumados no

alcanzan al 10% de los casos de cancer en los paises afluentes. (4, 5)

Es de suma importante seguir realizando investigaciones acerca del diagndéstico
oportuno, y tratamiento en el cancer. Este trabajo de investigacién fue realizado con el
objetivo de poder estudiar el microambiente de la implantacién tumoral en 6rganos
inmunoprivilegiados como el testiculo, con la finalidad de evitar el rechazo tisular y
finalmente en caso de conseguir el crecimiento tumoral, evaluar la respuesta del tumor
a diferentes farmacos de quimioterapia administrados in vivo, y de esta manera abrir un

panorama nuevo en la investigacion en el tratamiento del cancer.
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Marco Teoérico:

El cancer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial, por lo que constituye
un gran campo clinico para la investigacion de nuevas estrategias diagnésticas y
terapéuticas. Segun la Organizacién mundial de la salud cada afo se le atribuyen 8,2
millones de muertes a nivel mundial debido a esta enfermedad. Los canceres que
causan un mayor numero anual de muertes son los de pulmén, higado, estobmago, colon

y mama.

El aumento de la prevalencia del cancer se debe a varios factores, entre ellos el
crecimiento y el envejecimiento de la poblacién, asi como el desarrollo social y
econdmico a nivel mundial. Esto es particularmente cierto en economias de rapido
crecimiento, donde se observa un cambio de canceres relacionados con la pobreza

e infecciones por canceres asociados a estilos de vida adaptados de paises
industrializados. El incremento constante de la proporcion de adultos mayores en la
poblacion se traducira en un incremento del orden del 50 % de los casos de cancer en
los proximos 20 afios. Se estima que la carga mundial de cancer ha aumentado a 18,1
millones de casos nuevos y a 9,6 millones de muertes en el afio 2018. Uno de cada 5
hombres y una de cada 6 mujeres en todo el mundo desarrollan cancer durante su vida,
y uno de cada 8 hombres y una de cada 11 mujeres muere a causa de esta enfermedad.
El numero total de supervivencia a 5 afos se estima en 43.8 millones personas en todo

el mundo. (6)

El uso de modelos preclinicos es un componente central en todos los aspectos de la
investigacion del cancer, desde la comprension biologica de la enfermedad hasta el
desarrollo de nuevos tratamientos. (2) El uso de modelos animales para el desarrollo de
células tumorales humanas para la deteccion de los efectos de los farmacos comenzo
en 1970, y posteriormente en un periodo de casi tres décadas se realizé la investigacion
de nuevos farmacos en modelos murinos de rapido crecimiento. En los ultimos 40 afos,
varios estudios han establecido una metodologia basica y un enfoque sistematico para

las pruebas preclinicas de los agentes anticancerosos tanto in vitro como in vivo. (7)

Se han realizado distintos cultivos de lineas de células tumorales en el mundo con la
finalidad de utilizarlos para el cribado y desarrollo de farmacos in vivo o in-vitro. Los
xenotransplantes desarrollados mediante el crecimiento de estas lineas celulares por via

subcutanea en ratones inmunodeficientes son las plataformas in vivo mas utilizadas en
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el desarrollo de farmacos preclinicos en la actualidad. Estas lineas celulares
convencionales, son accesibles y faciles de usar, sin embargo a pesar de ser una
herramienta de investigacion comun, tienen importantes limitaciones en el desarrollo de
farmacos preclinicos. Lo mas relevante es su falta de valor predictivo con respecto a la

actividad en tipos especificos de cancer en ensayos clinicos. (8)

Se sugiere que el proceso de generacion de lineas celulares de cancer produce
alteraciones importantes e irreversibles en las propiedades bioldgicas del tumor,
incluidas la ganancia y pérdida de informacidn genética, la alteracion en el crecimiento y
las propiedades de invasion, y pérdida de poblaciones celulares especificas. Con la
finalidad de evitar estos desafios en la investigacion preclinica se ha desarrollado desde
1980 la aplicacion de modelos preclinicos mas avanzados para el cancer, incluido el
xenoinjerto o xenotransplante de tumor derivado del paciente, asi como los modelos de
ratén alterados genéticamente. (9) La posibilidad de obtener células tumorales
derivadas de biopsias de tumor solido, ganglios o derrames pleurales y liquidos de
ascitis ha extendido la posibilidad de realizar estudios personalizados genéticos,
moleculares y farmacoldgicos en cultivos in vitro de estas células asi como en modelos

animales con xenotransplantes.

Con la finalidad de evitar el rechazo tisular de las células de cancer derivadas del
humano en los modelos animales se implementaron en la investigacion clinica los
xenotransplantes subcutaneos en ratones inmunocomprometidos. El primer modelo
murino generado fueron los ratones de la cepa Nu/Nu que tienen una delecion homdéciga
del gene FOXN1 que carecen de timo y de foliculos pilosos por lo que también se
denominan ratones desnudos. Estos ratones han demostrado estar mejor alineados con
la enfermedad humana, ya que el tejido intacto que conserva la arquitectura del tumor se
transfiere directamente a los ratones receptores y no se ve comprometido por la
adaptacion celular de manera in vitro. Los modelos con xenotransplante derivado de
pacientes se han visto impulsados por mejoras significativas en el acceso a las muestras
clinicas, aislamiento, caracterizacidén y expansion in vitro y en la tecnologia de trasplante
para la evaluacion terapéutica, ya que pueden retener la composicion estromal, la

heterogeneidad histolégica y molecular caracteristica de los pacientes. (10)

En relacion con los trasplantes subcutaneos, las biopsias de cancer transferidas a los
mismos 6rganos de origen del humano al modelo animal (trasplante ortotépico) tienen

mas probabilidades de mantener las caracteristicas microambientales del tumor que
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afectan positivamente los resultados terapéuticos. Sin embargo, el trasplante ortotopico
resulta técnicamente desafiante y, para la mayoria de los tipos de cancer, el crecimiento
y las respuestas del tumor deben ser monitoreados a través de imagenes longitudinales
costosas y a menudo laboriosas. Por lo tanto, los estudios terapéuticos preclinicos
actualmente utilizan exclusivamente la implantacién subcutanea del tumor, por lo general
en la regién subescapular (11) El xenotransplante derivado del paciente se realiza
mediante la colocacidon de células tumorales de manera seriada y, dada la probabilidad
de cambio con cada trasplante, los estudios terapéuticos son mas representativos en los
modelos donde se haya realizado el menor numero de trasplantes. Ademas, los
componentes del estroma humano se mantienen solo por 2 a 3 trasplantes, y los

elementos del estroma del ratén se vuelven dominantes a partir de entonces. (12)

Para evitar el rechazo inmunoldgico, los canceres humanos se comenzaron a trasplantar
en ratones inmunocomprometidos. Los ratones inmunocomprometidos varian en su
extension del dafio inmunoldgico. Los ratones NOD / SCID deficientes en IL-2Rg (cepas
de NSG y NOG) son los que actualmente estan en mayor utilidad y, a menudo, producen
tasas de toma de muestra mejoradas. Las respuestas terapéuticas en general estan
probablemente influenciadas por los fenotipos inmunes dependientes de cancer
preexistentes y las respuestas inmunes provocadas por la perturbacién tumoral inducida

por terapia. (13)

De todos los modelos murinos, los ratones genéticamente disefiados, proporcionan la
representacion mas completa del desarrollo del cancer. En estos modelos se han
inducido tumores que han permitido la iniciacion hasta la progresion, y evolucionan
conjuntamente con el estroma intrinseco, conservando un sistema inmune intacto. Sin
embargo, la presencia de un sistema inmune competente no es posible estudiar la
biologia y la toxicologia de tumores humanos xenotransplantados. Por tanto, estos
modelos de cancer son los mas desafiantes ya que los resultados obtenidos con
tumores murinos son dificiles de extrapolar a los tumores humanos. Sin embargo, los
modelos genéticamente alterados ofrecen la uUnica oportunidad de evaluar la
administracion de farmacos, la respuesta terapéutica y la expresion de biomarcadores
para los canceres que evolucionan dentro de su microambiente natural (canceres
autoctonos). Estos complejos procesos dindmicos contribuyen a las propiedades
generales de la enfermedad y, en particular, constituyen una fuente de la

heterogeneidad inter e intratumoral que desafia el desarrollo terapéutico exitoso. (14)
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Otro aspecto critico es la sustitucién del tumor humano por el estroma murino durante el
crecimiento del tumor en ratones. En diferentes estudios en los que se ha abordado este
aspecto, se ha demostrado sistematicamente que el estroma de cancer humano incluido
en las piezas tumorales implantadas se reemplaza rapidamente por estroma murino, de
modo que después de tres a cinco implantes tumorales, cuando los modelos se pueden
usar para las pruebas de drogas, el estroma es en esencia de origen murino. Esto
incluye la matriz extracelular, los fibroblastos asociados con el cancer, los vasos
sanguineos y las células inflamatorias y mediadoras del sistema inmunitario, como los
leucocitos y los macrofagos. Este nuevo estroma murino probablemente produce
cambios en la regulacion paracrina del tumor, asi como en propiedades fisicas como la
presion intersticial, que pueden limitar el estudio de agentes dirigidos contra este

compartimento tumoral. (15)

En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en desarrollar colecciones de
xenotransplantes de células tumorales humanas en modelo animal y usarlas para
diferentes aplicaciones de investigacion del cancer. Si bien han habido avances
importantes en este campo, hay varias areas cruciales que se beneficiaran de la
investigacion adicional. Estos incluyen temas tan diversos como los procedimientos de
implantacién, la consideracion de la cepa del raton, la seleccion del sitio y érgano del
trasplante, las manipulaciones posteriores al injerto, la aplicacion de las modalidades de
imagen traslacional en la evaluacion de modelos animales para la identificacion de

biomarcadores de respuesta de imagen entre otros. (16)

Se requiere amplia experiencia e infraestructura para garantizar el uso de modelos de
precision optima y para lograr estudios preclinicos suficientemente poblados y bien

controlados. (17)
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Objetivo General:

Conseguir el crecimiento tumoral mediante trasplante de células tumorales humanas en

testiculo de rata como 6rgano inmunoprivilegiado con la finalidad de realizar pruebas

diagnosticas y terapéuticas.

Objetivos especificos:

1.

Establecer los indices de tumorigenicidad y las tasas de crecimiento tumoral de
lineas celulares y cultivos primarios de células tumorales humanas en testiculo
de rata como 6rgano inmunoprivilegiado.

Establecer la proliferacion in vivo en modelo animal de células tumorales
humanas, sin necesidad de someter al animal de experimentacion a
procedimientos farmacoldgicos o manipulaciéon genética para inducir un estado
de inmunosupresion.

Estudiar el microambiente de Ila implantacion tumoral en &rganos
inmunoprivilegiados como el testiculo, con la finalidad de evitar el rechazo
tisular.

Analisis histologico del crecimiento tumoral trasplantado en testiculo de rata
como organos inmunoprivilegiados de modelo animal.

En caso de conseguir el crecimiento tumoral en el testiculo de rata, evaluar la
respuesta del tumor a diferentes farmacos de quimioterapia administrados in
vivo.

En caso de conseguir el crecimiento tumoral, se abre el campo para realizar a
futuro pruebas diagnésticas genéticas, moleculares o inmunofenotipicas.

Posible aplicacion futura de este modelo como un antibiograma como apoyo en
la terapia dirigida, evaluando in-vivo de la mejor respuesta a quimioterapéuticos
u otros farmacos de eleccién contra células tumorales derivadas de pacientes

con cancer.

Pregunta de investigacion: ;Sera posible implantar células tumorales humanas en la

condicion inmunoprivilegiada del testiculo de rata evitando el rechazo tisular y

permitiendo su proliferacion y la formacion de tumores, sin necesidad de alterar el

microambiente tisular?
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Hipétesis: La condicion inmunoprivilegiada del testiculo de la rata permitirda que las
células tumorales humanas proliferaran adecuadamente y asi mismo se evitara el

rechazo tisular sin la necesidad de alterar el microambiente.

Justificacion:

A pesar de grandes avances en el uso experimental de modelos animales para lograr el
crecimiento de células tumorales humanas, siguen existiendo desafios para evitar el
rechazo inmunolégico del xenotransplante y lograr el microambiente idoneo, con la
finalidad de conseguir el crecimiento y desarrollo de células tumorales humanas. Se han
realizado multiples ensayos en animales inmunocomprometidos, como ratones atimicos
0 animales genéticamente alterados, sin embargo, el cuidado, seguimiento y costos de
expansion y mantenimiento de estos mismos limitan el acceso y uso de estos modelos

animales en muchos centros de investigacion.

Es por eso que se propone en este trabajo experimental la utilizacion del testiculo de la
rata considerando este 6rgano como inmunoprivilegiado. Este mecanismo es atribuido
principalmente a la presencia de la barrea hemato-testicular, que protege las células
germinales y los injertos contra la respuesta inmune, evitando asi el rechazo tisular.
Ademas de las propiedades mencionadas de la barrera hemato-testicular, la baja
capacidad de los macroéfagos locales para montar una respuesta inflamatoria y la
expresion constitutiva de citocinas y otros mediadores anti-inflamatorias en el testiculo
por células inmunes y estromales. Estas caracteristicas particulares del testiculo
representan elementos esenciales del mecanismo responsable de la inmunosupresion

local.

De esta manera se propone que al realizar el trasplante de células humanas de cancer
(xenotransplante) en el testiculo de las ratas, estas no seran rechazadas, ya que la
condicion inmunoprivilegiada del 6rgano evitara que sean eliminadas mientras que el
microambiente tisular permitira su proliferacion y la formacién de masas tumorales sin la

necesidad de utilizar modelos de inmunosupresion farmacolégica o genética.
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Materiales y Métodos:

Se utilizaron modelos animales correspondientes a ratas de la cepa Wistar®, con
caracteristicas fisicas y de edad homogéneas (animales macho de 250 gramos de peso
en promedio), siendo un numero total poblacional de 12 ratas, de las cuales se
analizaron un total de 24 testiculos, en el Centro de Cirugia Experimental vy

Capacitacion Quirurgica del American British Cowdray Medical Center [.LA.P.

Los animales de experimentacion se compraron del bioterio de la Facultad de Medicina
de la UNAM. Todos los reactivos y materiales de cultivo fueron donados y en su caso
adquiridos por el laboratorio del Dr. Alejandro Zentella Dehesa del 11B, UNAM & INCMN
SZ. Los materiales para el uso de laparoscopia y materiales quirdrgicos fueron
proporcionados por parte del Centro de Cirugia Experimental y Capacitaciéon Quirurgica
del American British Cowdray Medical Center [LA.P. Los estudios de patologia se
compraron con recursos del Programa Institucional de Cancer de Mama del Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

Se obtuvieron las células tumorales para xenotransplante de la linea celular la linea
celular MDA-MB-231 del tipo triple negativo obtenida del American Type Culture
Collection y los cultivos primarios DSG-BC1 y 2 de tipo luminal y ECL-1 del tipo triple
negativo, previamente establecidas por nuestro grupo de trabajo a partir de tumores de
pacientes del centro de cancer del centro médico ABC (protocolo ABC16-14). Se
selecciono a estos tipos de células de cancer de mama humano por tener una alta

capacidad tumorigénica e invasiva en los modelo ratones Nu/Nu.
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Imagen 1. Tincién con Hematoxilina-Eosina de cepa tumoral DSG-BC1.

Las células se crecen en medio de cultivo estéril RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino. Las células se mantienen almacenadas en estado congelado en
nitrégeno liquido dentro de crio viales con 1 mL de medio de cultivo completo
suplementado con 10% de dimetilsulféxido. Los cultivos se mantienen y se expande
sembrando a las células en cajas Petri de plastico estériles a una densidad inicial de
10,000 células por cm? y se cosechan de las cajas cuando alcanzan una densidad del
90%. Las células empleadas para los xenotransplantes deben venir de cultivos a una
densidad maxima del 75% para favorecer la presencia de células en fase logaritmica de
proliferacion. Se prepararan suspensiones en medio RPMI 1640 sin suero fetal bovino

con una densidad variable desde 0.8 hasta 20 millones de células tumorales en 0.2 ml.
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Imagen 2. Células tumorales obtenidas mediante el cultivo celular de DSG-BC1 previa a

su xenotrasplante.

Se mantuvieron a las ratas en jaulas especializadas policarbonato con 3 animales por
jaula con agua de bebedero y alimento ad libitum (pellets de alimento Chow de la marca
Purina) asegurandose del adecuado suministro de alimento especifico para ratas y
agua, asi como las adecuadas medidas de seguridad con cambio de cama cada tercer
dia en los anaqueles del Centro de Cirugia Experimental y Capacitacion Quirurgica del

American British Cowdray Medical Center |.A.P.

Montaje de Ia técnica:

Se utilizaron 3 modelos animales correspondientes a ratas de la cepa Wistar®, con
caracteristicas fisicas y de edad homogéneas (animales macho de 250 gramos de peso

en promedio).
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En los 3 casos se realizé tricotomia de la region por operar en abdomen desde apdfisis
xifoides hasta el limite con el hemiabdomen inferior incluyendo los flancos. Se infiltraron
con anestésico local a base lidocaina simple a dosis de 0.5 ml intradérmicos en los

sitios a incidir siendo estos en un principio epigastrio y ambos flancos.

Imagen 3. Tricotomia y Colocaciéon de anestesia general y local.

Se colocaron las ratas en decubito supino en posicién de trendelemburg, fijando las
patas con tela adhesiva al campo de trabajo. Se realizé antisepsia de la regién por
operar con Chloraprep® (Digluconato de clorhexidina 20 mg/ml / Alcohol isopropilico al
70%). Se colocaron campos estériles y posteriormente gasas estériles en la region

abdominal con la finalidad de delimitar el campo quirdrgico.
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Imagen 4. Posicionamiento y fijacion.

Se accedié en la primera rata a cavidad abdominal con una incisién de 10 mm con
tijeras de metzenbaum en epigastrio, disecando por planos bajo visiéon directa, y se
introdujo trocar. Posteriormente se insufl6 neumoperitoneo a presién y velocidad de flujo
minimos. Se introdujo lente de laparoscopia de 10 mm y angulo de 30° y se realizé
laparoscopia diagndstica, evidenciando ausencia de anormalidad anatomicas y lesiones
a 6rganos adyacentes. Posteriormente se colocaron 2 trocares accesorios de trabajo de
5 mm a cada lado en linea axilar anterior y a través de ellos se introdujeron pinzas

Babcock y Grasper laparoscépicos.
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Imagen 5. Acceso a cavidad abdominal con incisién epigéstrico de 10 mm mediante

técnica abierta.
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Imagen 6. Colocacioén de trécares de 5 mm accesorios en flanco derecho e izquierdo.
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Imagen 7. Insuflacion del neumoperitoneo e introduccion de la camara de laparoscopia

por el trocar epigastrico.

Se realizé una modificacion en la técnica quirdrgica durante la colocacion de los
trocares de trabajo en las siguientes 2 ratas, con la finalidad de causar menor trauma
quirurgico. Se colocé el primer trocar con técnica abierta, sin embargo en esta ocasion
de 5 mm, y posteriormente se utilizé lente de laparoscopia de 5 mm y angulo de 30°.
Otra modificacién fue colocar Unicamente 1 trocar accesorio de trabajo en flanco
derecho en la linea axilar anterior de 5 mm, y de esta manera se obtuvo menor nimero
y tamafio en las incisiones quirdrgicas con la finalidad de disminuir la respuesta
metabdlica al trauma, asi como complicaciones relacionadas a las heridas como
infeccién, dehiscencia, formacion de abscesos, seroma, hematoma, hernia incisional o

evisceracion, siendo algunas de ellas potencialmente mortales para el organismo.
Una vez colocado los trocares, se busca de manera intencionada el anillo inguinal

profundo siendo primero el derecho y se tracciona el testiculo hacia la cavidad

abdominal exponiendo su totalidad.
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Imagen 8. Visualizacién del anillo inguinal por laparoscopia.

Se utilizé para el montaje de la técnica quirdrgica violeta de Genciana cargadas a
diferentes dosis en jeringas para insulina ultra-fine de 0.5 ml. Se realizé bajo vision
directa una puncién percutanea a nivel de la fosa iliaca derecha y se introdujo en la cara
anterior del testiculo violeta de Genciana y se valoro la uniformidad y caracteristicas que
se adquieren al inyectar el material en el testiculo. Posterior a la inyeccion en ausencia
de complicaciones se introduce nuevamente el testiculo hacia el escroto a través del

anillo inguinal, y se realiz6 el mismo procedimiento del testiculo contralateral.

Puncién percutanea a nivel de la fosa iliaca bajo vision directa mediante laparoscopia e
inyeccion de violeta de Genciana en la cara anterior del testiculo. Se nota el aspecto

violeta del parénquima testicular de manera homogénea.
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Imagen 9. Visiéon externa de la puncion percutéanea a nivel de la fosa iliaca derecha e

inyeccion de violeta de Genciana en la cara anterior del testiculo.

Imagen 10. Reinsercion del testiculo hacia el escroto a través del anillo inguinal.

Se observé que al introducir un contenido liquido con un voliumen > 0.3 ml, dentro del
testiculo, este presentaba disrupcion de la capsula con exposicion de conductos
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seminiferos hacia el exterior del érgano, por lo que se decidié que el volumen maximo a

introducir debe ser de 0.2 ml.

Posterior a realizar el procedimiento quirirgico se retiraron los trécares bajo visién
directa, y se extrajo el neumoperitoneo. Se procedié al cierre de las heridas en dos
planos, siendo el primero plano la aponeurosis con sutura absorbible monofilamento
Poliglecaprone 25 aguja no cortante con 3 puntos simples, y posteriormente se cerré la

piel con sutura monofilamento no absorbible polipropileno 3-0 con aguja cortante con 3

puntos simples.

Imagen 11. Cierre de la aponeurosis y piel.

Anestesia y analgesia:

Se administré a cada rata de manera preoperatoria anestesia general con pentobarbital
a dosis calculada de 25 mg/kg. Posteriormente con la finalidad de conseguir un efecto
miorrelajante y sedante se aplic6 1 mg de Xilacina dosis total por rata. Posterior a la
induccién de anestesia se consiguid el mantenimiento de anestesia a base de
Sevoflurano inhalado dosis-respuesta. Se utilizé de igual manera anestesia local con
lidocaina simple al 2% administrado de manera subcutanea en los sitios de incisién con

previo marcaje 5 minutos al procedimiento quirdrgico.

Se utilizé analgesia profilactica previa a la incisién con 0.1 ml de Tramadol subcutaneo.
Posterior al procedimiento quirdrgica las ratas se mantuvieron en posicion de seguridad

en decubito lateral izquierdo y se monitorizaron hasta la recuperacién de la anestesia.
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La analgesia postoperatoria se consiguié con anti-inflamatorios no esteroides, siendo
especificamente utilizado en nuestro protocolo el Ketorolaco, en presentacién ampolleta
de 30 mg/1 ml, con una dosis calculada por peso 0.03 ml. Se continué la analgesia
postoperatoria durante 72 horas posteriores al procedimiento quirurgico, con la dosis

mencionada aplicada de manera subcutanea una vez al dia.

Técnica quirurgica final:

Se registréd previo al procedimiento quirdrgico el peso inicial de la rata y se realizé
marcaje de la cola del animal con plumoén indeleble para la identificacién adecuada en el
postoperatorio. Se llevd un registro fisico electronico donde se especificd la cepa
tumoral por ser administrada en cada testiculo de la rata, asi como la carga tumoral y la

anotacién de las observaciones transoperatorias.

Se colocaron las ratas en decubito supino en posicién de trendelemburg, fijando las
patas con tela adhesiva al campo de trabajo. Se realizé antisepsia de la regién por
operar con Chloraprep® (Digluconato de clorhexidina 20 mg/ml / Alcohol isopropilico al
70%). Se colocaron campos estériles y posteriormente gasas estériles en la region

abdominal con la finalidad de delimitar el campo quirurgico.

Se accedi6 en la primera rata a cavidad abdominal con una incisién de 5 mm con tijeras
de metzenbaum en epigastrio, disecando por planos bajo vision directa, y se introdujo
trocar con técnica abierta de Hasson. Posteriormente se insufl6 neumoperitoneo a
presion y velocidad de flujo minimos. Se introdujo lente de laparoscopia de 5 mm y
angulo de 30° y se realizé laparoscopia diagndstica, evidenciando ausencia de
anormalidad anatomicas y lesiones a 6rganos adyacentes. Posteriormente se coloco 1
trocar accesorios de trabajo de 5 mm en situacién del flanco abdominal localizado en
linea axilar anterior y a través de ellos se introdujeron pinzas Babcock y Grasper

laparoscopicos.

Una vez accesado a cavidad abdominal, se protocolizé siempre iniciar con el testiculo
derecho la implantacion de células tumorales con la finalidad de disminuir el margen de

error y continuar una técnica metddica.

Se traccion6 el testiculo derecho hacia la cavidad abdominal a través del orificio inguinal

profundo con pinzas de Babcock con gentileza. Posteriormente se introdujo bajo visién
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laparoscoépica una aguja de insulina con diferentes cepas y dosis de células tumorales
en jeringas para insulina ultra-fine de 0.5 ml de manera percutanea en fosa iliaca

derecha, localizando la punta de la aguja la capsula del testiculo. La cantidad de liquido

implantado en cada testiculo fue de 0.2 ml.

4 R oo

Imagen 12 y 13. Traccion del testiculo derecho hacia cavidad abdominal.

La implantacion del tejido tumoral se realizé atravesando por completo la capsula del
testiculo y accediendo hacia el parénquima, con previa aspiracién del contenido para
evitar la entrada de la aguja en un vaso sanguineo. Una vez corroborado esta maniobra
de seguridad, se inyecta lentamente en un lapso de tiempo entre 20-30 segundos el
contenido tumoral de la jeringa, y posteriormente se mantuvo la jeringa en el

parénquima testicular por otros 15 segundos, para asegurarse de la distribucién
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homogénea de la inyeccién en el sitio deseado y prevenir la extrapolacién del liquido

introducido hacia la cavidad abdominal.

Imagen 14. Xenotrasplante de células tumorales de manera percutanea guiada por

laparoscopia, en cara anterior del testiculo.

Posterior a la realizacion de este procedimiento, se reintrodujo en su totalidad el
testiculo hacia la bolsa escrotal con pinzas endoscépicas de Babcock a través del
orificio inguinal profundo, manteniendo la integridad total del tejido con minima
manipulacion, y asegurandose de evitar complicaciones asociadas a esta maniobra

como sangrado, desgarro capsular o torsion testicular.

Una vez concluido en su totalidad este procedimiento en el testiculo derecho, se
procedid a realizar lo mismo en el testiculo contralateral. Se tracciond el testiculo
izquierdo hacia la cavidad abdominal a través del orificio inguinal profundo con pinzas
de Babcock con gentileza. Posteriormente se introdujo bajo visién laparoscépica una
aguja de insulina con diferentes cepas y dosis de células tumorales en jeringas para
insulina ultra-fine de 0.5 ml de manera percutanea en fosa iliaca derecha, localizando la
punta de la aguja la capsula del testiculo. La cantidad de liquido implantado en cada
testiculo fue de 0.2 ml. La implantacion del tejido tumoral se realizdé atravesando por
completo la capsula del testiculo y accediendo hacia el parénquima, con previa
aspiracion del contenido para evitar la entrada de la aguja en un vaso sanguineo. Una
vez corroborado esta maniobra de seguridad, se inyecta lentamente en un lapso de
tiempo entre 20-30 segundos el contenido tumoral de la jeringa, y posteriormente se

mantuvo la jeringa en el parénquima testicular por otros 15 segundos, para asegurarse
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de la distribucion homogénea de la inyeccion en el sitio deseado y prevenir la

extrapolacién del liquido introducido hacia la cavidad abdominal.

Posterior a la realizacion de este procedimiento, se reintrodujo en su totalidad el
testiculo izquierdo hacia la bolsa escrotal con pinzas endoscopicas de Babcock a través
del orificio inguinal profundo, manteniendo la integridad total del tejido con minima
manipulacién, y asegurandose de evitar complicaciones asociadas previamente

mencionadas.

Una vez concluido el procedimiento laparoscopico, se realizd revision de la cavidad
abdominal, para verificar ausencia de lesién a 6rganos adyacentes, y se retiraron los
trocares de trabajo bajo vision directa concluyendo ausencia de sangrado activo hacia la

cavidad peritoneal, y finalmente se desinflé el neumoperitoneo en su totalidad.

Se lavaron las heridas quirurgicas con solucion salina al 0.9% para evitar la infeccion de
herida postquirurgica y tratar de remover en lo posible implantes celular en los sitios de
los trécares. Se cerrd la aponeurosis con 2-3 puntos simples con una separacion de 2
mm entre cada punto con material de sutura monofilamento no absorbible polipropileno
del 4-0 de aguja no cortante. Finalmente se procedio al cierre de la piel con 1 punto de
afrontamiento de seguridad, de manera intradérmica, con material de sutura de
absorcién lenta poliglecaprone 25, 4-0 y posteriormente con material de sutura
monofilamento no absorbible siendo el polipropileno del 4-0 de aguja cortante se

colocaron 2-3 puntos simples con una separacion de 2 mm entre cada uno.

Una vez concluido el procedimiento quirdrgico inicid la vigilancia clinica en area de
recuperacion post-anestésica por lo que las ratas se trasladaron a jaulas separadas con
campos de comfort y se colocaron en posicién de seguridad en decubito lateral
izquierdo. Se obtuvieron en monitorizacion clinica durante 2 horas, hasta la resolucion
total del efecto anestésico. En esta etapa se observd la coloracién de tegumentos y
mucosas, la frecuencia respiratoria, el grado de relajacion muscular y la deambulacion

integrando la coordinacién psico-motora posterior al efecto de la anestesia.
Ningun animal presenté complicaciones ni defunciones relacionadas a la administracién

de los anestésicos generales, local, o medicamentos aplicados en el pre, trans, o

postoperatorio.
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De igual manera ningun animal presenté complicaciones ni defunciones relacionadas al
procedimiento quirdrgico per se durante el transoperatorio, y el sangrado estimado fue

minimo.

Seqguimiento postquirtrgico y complicaciones:

Los animales de experimentacion se mantuvieron en cajas de policarbonato con 3
animales por jaula con agua de bebedero y alimento ad libitum (pellets de alimento
Chow de la marca Purina) con cambio de cama cada tercer dia en los anaqueles del
Centro de Cirugia Experimental y Capacitacion Quirurgica del American British Cowdray
Medical Center |.A.P.

Se llevdé a cabo el registro de su comportamiento individual y social asi como de
desplazamiento, alimentacién y consumo de agua como indicadores generales de su

buen estado de salud todos los dias durante 6 semanas (42 dias).

Se concordd en el protocolo que aquellos animales que presentaran hipotonia,
piloereccién, asilamiento y/o diarrea se asilarian para determinar si hay un posible
proceso infeccioso. Los animales que mostraran todos estos signos se someterian a un
examen detallado y si se determina que estan infectados o sépticos serian sacrificados
para evitar sufrimiento y no introducir tratamiento con antibiéticos que podria ser un

agente confusor en el estudio.

Los animales que deban ser sacrificados por razones previamente mencionadas se
anestesiarian con pentobarbital y xilacina y se colocaran en una caja con un flujo
continuo de CO; hasta el punto final. En todos ellos se realizaria una necropsia para
determinar la presencia de infeccién y si ésta estaba asociada al xenotransplante.

Sin embargo en nuestro estudio de experimentacion ninguno de los animales presenté
los criterios previamente mencionados por lo que no hubo necesidad de sacrificar

ninguna rata.
Se realizé curacion de herida quirdrgica con Microdacyn® solucién y gasas estériles,

todos los dias hasta conseguir la cicatrizacién completa de las mismas. Ninguno de los

animales presenté como complicacidén postoperatoria una infeccion de herida quirurgica.
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Es importante mencionar que la rata catalogada como R6, presenté en el dia de
postoperatorio 1 dehiscencia total de la herida localizada en epigastrio y ausencia de
material de sutura, por lo que fue necesario el cierre de la herida quirargica por tercera
intencion realizando una sedacién con sevoflurano inhalado y aplicacion de anestésico
local a base de lidocaina al 2%. Se realizé curacién de la herida con Microdacyn®
solucion y gasas estériles y se colocaron 3 puntos con material de sutura monofilamento
no absorbible siendo el polipropileno del 4-0 de aguja cortante, con una separacion de 2

mm entre cada uno.

El resto de los animales presentaron una adecuada evolucion clinica en el periodo

postquirurgico y no se evidenciaron complicaciones asociadas.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién del tumor establecido, 6 semanas
posteriores al implante de células tumorales, los modelos animales se introdujeron
nuevamente al mismo procedimiento quirurgico con anestesia general con pentobarbital
efecto miorrelajante y sedante con Xilacina, asi como Sevoflurano inhalado dosis-
respuesta. Se utilizd de igual manera anestesia local con lidocaina simple al 2%
administrado de manera subcutédnea en los sitios de incision con previo marcaje 5

minutos al procedimiento quirurgico.

Se realiz6 este segundo procedimiento quirldrgico con la finalidad de documentar in-vivo
mediante una laparoscopia diagndstica los cambios morfoldégicos macroscépicos
establecidos tanto en la cavidad peritoneal como en los testiculos manipulados. Se
documenté el peso final de cada animal asi como el nimero de rata establecido con la
primera letra del testiculo analizado (Ej. R1-D, corresponde a la rata no. 1, testiculo

derecho), y las observaciones morfolégicas encontradas durante el acto quirurgico.
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Imagen 15. Testiculo R6-D. Laparoscopia diagnéstica a las 6 semanas posterior al
xenotrasplante. Aspecto macroscépico con Lesion de 10 mm blanquecino que respeta

la capsula testicular.

Se realiz6 inmediatamente posterior a la laparoscopia diagndstica, una incisién de
laparotomia de aproximadamente 4 cm en linea media, y se disecd por planos y se
abrié la aponeurosis con tijeras hasta acceder a cavidad peritoneal. Se exteriorizaron
los testiculos a través del conducto inguinal profundo hacia la herida de la laparotomia y
se realizé ligadura proximal del cordén espermatico, con seda 4-0, el cual incluye los
vasos espermaticos y conducto deferente, y posteriormente se realizd ligadura del

gubernaculum testis de igual manera.
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Imagen 16. Extirpacion del tejido mediante laparotomia infraumbilical.

Los tejidos obtenidos se colocaron en frasco con formol etiquetados con los nombres
establecidos para su analisis, y se enviaron al departamento de patologia del Centro

Médico ABC, para su posterior analisis macro y microscoépico.

Imagen 17. Frascos con formol etiquetados segun la pieza quirdrgica a analizar.

Se procedio al cierre de las heridas con sutura no absorbible trenzado de seda del 0 en

un solo plano incluyendo la aponeurosis y la piel con surgete.

Posteriormente las ratas se sacrificaron con sobredosis de pentobarbital y sevoflurano.
Una vez documentado el paro cardiorrespiratorio, se procedio a la colocacion del animal
en bolsas de tejidos amarillos siguiendo el protocolo de sacrificio y desecho de los
animales de experimentacion establecidos segun las normas de ética del Centro de
Cirugia Experimental y Capacitacién Quirurgica del American British Cowdray Medical
Center LLA.P.
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Izquierdo sin
control, sano.

células.
30 microlitros.

No. Rata Peso Testiculo Cepa tumoral Carga Tumoral Observaciones

1 250 gramos. Der. Tumor. ECL1 5 millones de Sin complicaciones.
Izquierdo. Medio células.
RPMI (Control). 30 microlitros.

2 250 gramos Der. Tumor. DSG-BC1 5 millones de Sin complicaciones.
Izquierdo. Medio células.
RPMI (Control). 30 microlitros.

3 200 gramos Der. Tumor. MDA-MB231 5 millones de Sin complicaciones.
Izquierdo. Medio células.
RPMI (Control). 30 microlitros.

4 200 gramos Der. Tumor. DSG-BC2 5 millones de Se inyecto escaso

medio de control
en el testiculo

izquierdo.
Tabla 1. Registro xenotrasplante 26 de abril del 2019, Ciudad de México.
No. Rata Peso Testiculo Cepa tumoral Carga Tumoral Observaciones
5 300 gramos Derecho e MCF7 Derecho = 2.5 Sin complicaciones.
izquierdo Millones
Izquierdo = 5
millones.
6 250 gramos Derecho e MCF7 Derecho =10 Sin complicaciones.
izquierdo. millones.
Izquierdo = 20
millones.
7 220 gramos Derecho e MDA MB 231 Derecho = 2.5 Sin complicaciones.
izquierdo. millones.
Izquierdo= 5
millones
8 300 gramos Derecho e MDA MB 231 Derecho= 10 Sin complicaciones.
izquierdo. millones.
Izquierdo= 20
millones.

Tabla 2. Registro xenotrasplante 3 de mayo del 2019, Ciudad de México.

No. Rata Peso Testiculo Cepa tumoral Carga Tumoral Observaciones
9 320 gramos Derecho e DSBSC-1 Derecho = 0.8 Sin complicaciones.
izquierdo millones
Izquierdo = 1.75
millones
10 315 gramos Derecho e DSBSC-1 Derecho = 3.5 Sin complicaciones.
izquierdo. millones
Izquierdo = 7.5
millones
11 300 gramos Derecho e ECLI Derecho = 0.8 Sin complicaciones.
izquierdo. millones.
Izquierdo=1.75
millones.
12 250 gramos Derecho e ECLI Derecho= 3.5 Sin complicaciones.
izquierdo. millones
Izquierdo= 7.5
millones.

Tabla 3. Registro xenotrasplante 10 de mayo del 2019, Ciudad de México.
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Resultados:

Se estudiaron 24 piezas (testiculos), con xenotrasplante de células tumorales
humanas. Se mantuvieron las piezas en frascos con formol, y se entregaron al
departamento de patologia del Centro Médico ABC.

Se procedié en primer lugar a realizar un analisis macroscopico de los testiculos
xenotransplantados, y se documentaron los hallazgos, posteriormente se
sometieron las piezas quirurgicas al analisis histopatoldgico con la finalidad de
documentar la deteccion de células tumorales y cambios morfolégicos asociados
en el tejido.

Analisis Macroscopico:

Se extrajeron las piezas quirurgicas de los frascos membretados y se procedio a
realizar la medicién de cada testiculo. Se extrajo todo aquel tejido externo al

testiculo para su analisis incluyendo el conducto deferente, los vasos

espermaticos y el epididimo.

Imagen 18. Extraccion del cordon espermatico y epididimo.
Se realizaron 5 cortes finos de manera coronal al tejido y se procedié a realizar
la inclusion de los cortes.
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Imagen 19 y 20. Corte coronal del testiculo previo a su inclusion.

Se realiz6é un registro de los hallazgos encontrados en los cortes histoldgicos,
anotando la presencia o ausencia de alteraciones, y las caracteristicas de las
misma en caso de encontrarlas. Se documentaron los hallazgos encontrados de
igual manera con fotografias tomadas por medio de la camara digital
especializada de la marca Macropath Pro-X, a un aumento del 100x.

Posteriormente se colocaron los cortes de 1 mm representativos del tejido en
cartuchos membretados, y se mandaron para la realizaciéon de microcortes en el
microtomo del departamento de patologia. En esta etapa, los tejidos y la parafina
integran un solo bloque que, posee la dureza y la consistencia suficientes para

obtener secciones delgadas y transparentes.
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especializada de la marca Macropath Pro-X, a un aumento del 100x.

Una vez realizados los cortes necesarios se procedio a la tincidn del tejido.

La coloraciéon de hematoxilina - eosina se considera como la técnica de tincion
de uso mas frecuente en el estudio de células y tejidos, a través del microscopio
fotdnico, por lo que fue el método de tincidn elegido para el analisis de los tejidos
en nuestro protocolo de estudio.

La tincion con hematoxilina - eosina consiste en lo siguiente:

a) los nucleos mediante una hematoxilina, previamente oxidada y transformada
en hemateina a la que se le afade una sustancia mordiente para formar una
laca (para tal fin se usan sales metalicas de aluminio, plomo o hierro).

Los nucleos se colorean de azul, azul morado, violeta, pardo oscuro o negro,
dependiendo de los agentes oxidantes y mordientes que se utilizaron.

b) El citoplasma y material extracelular utilizando la eosina que les confiere
diversos grados de color rosado.
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Imagen 23 y 24. Medicion de alteraciones encontradas en el analisis

macroscopico.

Testiculo Tamano del testiculo Lesion
R1-D 2.5x1x1 cm No.
R1-l 2.5x1x1 cm No.
R2-D 3x1.5x1 cm No.
R2-I 2.5x1x1 cm No.
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R3-D 3x1.5x1 cm No.

R3-l 2.5x1x1 cm No.

R4-D 2.5x1x1 cm No.

R4-1 3x1x1 cm No.

R5-D 2.5x1x1 cm Lesion de 7 mm.
R5-I 2.5x1x1 cm Lesion de 6 mm.
R6-D 3x1x1 cm Lesion de 10 mm.
R6-I 3x1x1 cm Lesion de 12 mm.
R7-D 3x1x1 cm No.

R8-D 2.5x1x1 cm No.

R8-I 2.3x1x1 cm No.

R9-D 2.5x1x1 cm Lesion de 5 mm.
R9-I 3x1x1 cm Lesion de 5 mm.
R10-D 3x1x1 cm No.

R10-I 3x1x1 cm Lesion de 5 mm.
R11-D 2.5x1x1 cm No.

R11-l 2.5x1x1 cm No.

R12-D 3x1x1 cm No.

R12-| 3x1x1 cm No.

Registro de los hallazgos macroscépicos.

Fotos del analisis macroscopico:




Imagen 25. Testiculo R1-D. Morfologia macroscépica normal.

41



Imagen 26 y 27. Testiculos R5-D y R5-1. Alteraciones en la morfologia macroscdpica.
Identificacion de una zona con presencia de lesion circular color blanco-ocre de 6y 7
mm respectivamente.
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Imagen 28. Testiculo R6-D. Alteraciones en la morfologia macroscdpica. Identificacion de
una zona con presencia de lesion circular color blanco-ocre de 10 mm.

Imagen 29. Testiculo R6-1. Alteraciones en la morfologia macroscdpica. Identificacion de
una zona con presencia de lesion de bordes mal limitados, que ocupa el 70% de
parénquima, color blanco-ocre de 12 mm.
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Andlisis microscopico:

Una vez obtenido los cortes y adecuados de los tejidos para su analisis se colocaron en
tincién con hematoxilina-eosina y se fijaron en laminillas de vidrio para poder realizar el

analisis histoldgico.

Se realizd el diagnodstico histopatologico por parte de personal experta del
departamento de patologia del Centro Médico ABC. Se llevo a cabo un registro del
testiculo analizado, junto con la cepa tumoral xenotransplantada, la carga tumoral y las

observaciones realizadas por parte de patologia.

Los hallazgos fueron buscados intencionadamente en base a las caracteristicas celulares,
morfologia celular, modificaciones en el nucleo o citoplasma de las células, alteraciones
documentadas en la espermatogénesis, la reaccidon y cambios en el tejido instersticial

adyacente y por ultimo, la presencia o ausencia de células neoplasicas en el tejido.

Testiculo Cepa Carga tumoral Observaciones Fotos
R1-D ECL1 5 millones de Calcificacion focal
células. intratubular.
Sin tumor.
R1-l Medio Ausente. Normal. Imagen 30y 31.
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R2-D

DSG-BC1

5 millones de
células.

Atrofia tubular,
calcificacién
multifocal
intratubular,
fibrosis intersticial
y peritubular con
células gigantes
tipo cuerpo
extrano.
Espermatogénesis
ausente,
inflamacion
multofocal leve

R2-l

Medio

Ausente.

Normal.

R3-D

MDA-MB231

5 millones de
células.

Células grandes
multinucleadas
intratubulares.
Alteracion en la
maduracién de las
espermatogonias,
con escasos
espermatozoides,
atrofia tubular

Imagen 32y 33.

R3-I

Medio

Ausente.

Normal.

R4-D

DSG-BC2

5 millones de
células.

Fibrosis intersticial
y atrofia tubular,
calcificacién
multifocal
intratubular.
Células grandes
multinucleadas
intratubulares.
Espermatogénesis
preservada hasta
forma madura.

Imagen 34y 35.
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R4-1

Medio.

Ausente.

Escasas células
grandes

multinucleadas
intratubulares.

R5-D

MCF7

2.5 millones de
células.

Calcificacion
distrofica
intratubular,
atrofia tubular,
espermatogénesis

preservada.

Imagen 36y 37.

R5-1

MCF7

5 millones de
células

Calcificacion
distrofica
intratubular,
fibrosis
peritubular,
inflamacion
crénica con
células gigantes,
atrofia tubular
focal,
espermatogénesis

preservada.

Imagen 38

R6-D

MCF7

10 millones de
células

Respuesta
inflamatoria
intersticial
intensa,
inflamacion aguda
con
microabscesos,
células gigantes
tipo cuerpo
extrafo,
Calcificacion
distrofica
intratubular,
atrofia tubular,
espermatogénesis
disminuida.

Imagen 39,40y
41.
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R6-1

MCF7

20 millones de
células

Respuesta
inflamatoria
intersticial
intensa,
inflamacion aguda
con
microabscesos,
células gigantes
tipos cuerpo
extrafo,
Calcificacion
distrofica
intratubular,
atrofia tubular,
espermatogénesis
disminuida.

Imagen 42.

R7-D

MDA MB 231

2.5 millones de
células

Normal.

R7-1

MDA MB 231

5 millones de
células

Calcificacion
distrofica
intratubular.

R8-D

MDA MB 231

10 millones de
células

Calcificacion
distrofica
intratubular, con
fibrosis
peritubular,
espermatogénesis
normal.

R8-I

MDA MB 231

20 millones de
células

Calcificacion
distrofica
intratubular, con
fibrosis
intersticial,
inflamacion
crénica intersticial
leve, con células
gigantes tipo
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cuerpo extrano.
Atrofia tubular
leve y
espermatogénesis
preservada.

R9-D

DSBSC-1

0.8 millones de
células

Calcificacion
distrofica
intratubular,
inflamacion
cronica leve
intratubular,
atrofia tubular,
células grandes
multinucleadas
escasas
intratubulares,
espermatogénesis
preservada.

R9-I

DSBSC-1

1.75 millones de
células

Calcificacion
distrofica en
mayor cantidad,
atrofia tubular,
células grandes
multinucleadas
escasas
intratubulares,

R10-D

DSBSC-1

3.5 millones de
células

Calcificacion
distréfica focal.

R10-I

DSBSC-1

7.5 millones de
células

Inflamacion
crénica
peritubular,
inflamacion aguda
microabscedada
con calcificacion
distrofica, atrofia
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tubular,
espermatogénesis
preservada.

R11-D

ECLI

0.8 millones de
células

Calcificacion
distréfica focal y
fibrosis focal.
Espermatogénesis
conservada.

R11-l

ECLI

1.75 millones de
células

Inflamacidn aguda
microabscedaday
crénica con
células gigantes
tipo cuerpo
extrafio con
fibrosis intersticial
peritubular,
calcificaciéon
distréfica
intratubular.
Espermatogénesis
preservada.

R12-D

ECLI

3.5 millones de
células

Inflamacidén aguda
microabscedaday
crénica con
células gigantes
tipo cuerpo
extrafio. Mayor
distrofia
intratubular y
fibrosis intersticial
y
espermatogénesis
disminuida.
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R12-| ECLI 7.5 millones de Inflamacidn
células crénica con
células gigantes
tipo cuerpo
extrano,
calcificacién
distrofica
intratubular.
Abundantes
células gigantes
tipo cuerpo
extrafio
intratubulares.

Imagen 43y 44.

Tabla 4. Registro del andlisis histopatoldgico.

Fotografias de los hallazgos histopatolégicos:

1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino.
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Imagen 30. Testiculo R1-I. Grupo control con inyeccion de medio de cultivo estéril RPMI

Tejido testicular normal, sin evidencia de alteraciones microscopicas a nivel panordmico.
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Imagen 31. Testiculo R1-I. Grupo control con inyeccion de medio de cultivo estéril RPMI
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino.

Tejido testicular normal, sin evidencia de alteraciones microscdpicas al realizar
acercamiento.
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Imagen 32. Testiculo R3-D. Cepa tumoral MDA-MB231, a concentracion de 5 millones de
células. Presencia de células grandes multinucleadas intratubulares. Alteracion en la

maduracion de las espermatogonias, con escasos espermatozoides, y atrofia tubular.
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células. Presencia de células grandes multinucleadas intratubulares. Alteracion en la
maduracion de las espermatogonias, con escasos espermatozoides, y atrofia tubular.

células.
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Células grandes multinucleadas intratubulares. Espermatogénesis preservada hasta
forma madura.

Imagen 35. Testiculo R4-D. Cepa tumoral DSG-BC2, concentracion de 5 millones de

células.
Fibrosis intersticial y atrofia tubular, calcificacion multifocal intratubular. Células
grandes multinucleadas intratubulares.
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Imagen 36 y 37. Testiculo R5-D. Cepa tumoral MCF7, carga tumoral de 2.5 millones de
células. Calcificacion distrdfica intratubular, atrofia tubular, espermatogénesis
preservada.
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Imagen 38. Testiculo R5-I. Cepa tumoral MCF7, carga tumoral de 5 millones de células.
Calcificacion distrofica intratubular, fibrosis peritubular, inflamacién créonica con células
gigantes, atrofia tubular focal, espermatogénesis preservada.
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Imagen 39, 40 y 41, Testlculo R6-D. Cepa tumoral MCF7 carga tumoral de 10 mlllones
de células. Respuesta inflamatoria intersticial intensa, inflamacion aguda con
microabscesos, células gigantes tipo cuerpo extrafio, Calcificacion distrdfica intratubular,
atrofia tubular, y espermatogénesis disminuida.
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Imagen 42. Testiculo R6-I. Cepa tumoral MCF7, carga tumoral de 20 millones de células.
Respuesta inflamatoria intersticial intensa, inflamacion aguda con microabscesos,
células gigantes tipos cuerpo extrafio, Calcificacion distrofica intratubular, atrofia
tubular, espermatogénesis disminuida.
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Imagen 43 y 44. Testiculo R12-1. Cepa tumoral ECLI, carga tumoral de 7.5 millones de
células. Inflamacion cronica con células gigantes tipo cuerpo extrano, calcificacion
distrdfica intratubular. Abundantes células gigantes tipo cuerpo extrafio intratubulares.
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Discusion.

Posterior al analisis macroscoépico e hispotalodgico, se vio que todos los
testiculos mostraron algun grado de alteracién en la morfologia, en comparacion
con los testiculos que se inyectaron medios de cultivo donde no se mostré

ninguna anomalia macroscopica ni microscopica.

Los hallazgos encontrados en todos los casos donde se aplicaron células
tumorales humanas fueron similares siendo predominantemente la presencia de
una respuesta inflamatoria intersticial intensa, inflamacion aguda con
microabscesos, células gigantes tipo cuerpo extrafio, calcificacion distrofica

intratubular, atrofia tubular, espermatogénesis disminuida.

Ningun testiculo se logré identificar presencia de células tumorales humanas, a
pesar de las alteraciones micro macroscopicas presentes, por o que podemos
pensar que éstas células fueron destruidas por parte del sistema inmunoldgico a

pesar de considerar el testiculo como un 6rgano inmunoprivilegiado.

Se cree que la ruptura capsular del testiculo al momento de realizar el
xenotrasplante con aguja percutanea, permite la entrada de macrofagos y
linfocitos que posteriormente conllevan a la destruccion de las células tumorales
humanas, por lo que no se logré el desarrollo y crecimiento tumoral. Esta
hipdtesis de la falla del crecimiento esta basado en la presencia de abundantes
células gigantes multinucleadas de reaccion a cuerpo extrafio presentes en la

mayoria de los xenotrasplantes.

La cepa tumoral que provoco el mayor grado de severidad de Respuesta
inflamatoria intersticial intensa, inflamacion aguda con microabscesos, y con
presencia de células gigantes tipo cuerpo extrano, fue la cepa oncolégica MCF7.
De igual manera se evidencié que a mayor carga tumoral xenotrasplante esta
respuesta inflamatoria aguda, crénica y fibrosis provocada fue mayor, siendo
este hallazgo significativo cuando se inyectaron en promedio de 10-20 millones

de células tumorales.
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Conclusiones.

Es posible realizar xenotrasplante de células tumorales humanas en érgano
inmunoprivilegiado de modelo animal guiada por laparoscopia.

Las células tumorales humanas no lograron sobrevivir al microambiente del
organo inmunoprivilegiado sin necesidad de inmunosuprimir al modelo animal,
esto quizas se deba a la ruptura de la capsula testicular al momento de realizar
la inyeccion percutanea de las células tumorales, que condiciona la pérdida de la
barrera hematotesticular y por ende sus propiedades inmunoldgicas.

Se pretender seguir con investigaciones necesarias para conseguir crecimiento
tumoral en modelo animal sin inmunosupresion con la finalidad de realizar a futuro

pruebas diagndsticas genéticas, moleculares o inmunofenotipicas.

Este modelo de investigacién podria traer consigo una posible aplicacion futura de un
antibiograma como apoyo en la terapia dirigida, evaluando in-vivo de la mejor respuesta
a quimioterapéuticos u otros farmacos de eleccién contra células tumorales derivadas

de pacientes con cancer.
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