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ONCOQLISIS

RESUMEN

Para evaluar claramente el fendmeno de oncolisis que se
produce al utilizar extractos de germinacién de Clostridius ¥-55 y
Bacillus megaterium QHB 1551, en el nodelo de fibrosarcomas en
hamster que anteriormente hablamos estendarizado, fus necesario
avuliznr los cambios que sufre ests tumnormcidén en relacién a su
tiempo de evolucién en musencia de los extractos a probar (cambios
degonerativos propios de un tumor con una elevadas tamn de
crecimiento).

Para ésto, so observaron diariamente las tumoraciones y
a diferentes tiempos (8, 10, 13, 15, 17 y 21 dias) se secrificaron
lor ariinales para extirpar los tumores, los que me &analizaron en
cuanto a su aspecto macroscopico (tamafio, consistencia, 4&reas de
necrosis) e histopatolégico (carmoteristicas de las células, Areas
de necrosis y hemorragia), encontrando que aproxipadamente hasta
los 15 dias de evolucidn del tumor, éste conserva caracteristioas
tipicas de un fibrosarcoma, ademas de que se observan 4reas
dispersas de necrosis amociada a hemorragia en un porcentaje de
menos del 50 X; pero a partir de loa 17 dias de evolucién se
encuentran fibroblastos indiferenciados, aumenta 1la necrosis
asociada a hemorragia encontrindose hasta en un S0 X, aumento en
ol numero de mitosis y la vascularizacién del tejide adiposo se

hace wpids evidents.
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Por tal motivo, para poder apreciar el fendmeno de
oncolisis debido a productos especificos presentes en los
extractos de germinmcién que se mnalizaron, se utilizaron snimales
con fibrosarcomas de 7 diaa de evolucién, los cusles gsnsralmente
tenfan un tanafo de 1 om®.

Cuando estos tumores recibieron los extractos de
germinacién correspondientes a los 90 nin para Bacillus megateriun
QHB 1551 y a los 150 y 185 nin para Clostridium H-55, encontramos
que pmacroscopicamente disminuye la consistencia 5 dias después de
haber recibido el extracto, e histolégicamente las 4reas de
necrosis no asociadas a hemorragia se encontraron en un porcentaie
mayor al 50 X, Las Arens de necrosis no asociadas a hemorragia
fueron mas evidentes cuando se utilizaron los extractos de

Bacillus negaterium QB 1551.
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INTRODUCCION

La Anatonta Patologica surgio en el siglo XV de una
preocupacién por conocer las causas de las enfermedades. Fue
desarrollada primeranente por Antonio Benivieni (1440-1502) y dos
siglos despuds se consider® una ciencia formal, siendo sustentada
por Giovanni Battistm MHorgagni (1882-1771). Al realizar lass
primeras disecciones en cadaveres humanos, el anatomista francés
Xavier Bichat (1771-1802) observéd 1las capas Yy estructuras
nacroscopicas apreciando las diferentes texturas y denominandolas
“tissus” (12, 21).

Con el uso de técnicas wds refinadas y potentes se
anplic el campo de la Anatomia Patolégica y de este node fue
posible conocer que las células son unidades funcionales vy
anatémicas de la vida Yy pueden sufrir alteraciones
nutricionnlea, funcionmles, pasivas o formativas, llegando incluso
a alterarse significativamente, de tal manera gque se originen
neoplagiss (21).

El término Histologia fue creado en 1819 por el
especialista en mnicroscopia A.F.J.K. Hayer (9) y se defini¢ como
el estudic de los diferentem tejidom de un organiemo (11). La
Histologia y la Anatomia Patolégica son ciencias que se encuentran
{ntimanente ligadas, para oasta Gltima el campo de accién es el

estudio clientifico de 1la naturaleza de la enfermedad, sus causas,
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procenon, desarrollo y consecuencias (21). El objetive de 1a
Histopatologia es ol saber cuando un tejido se encuentra en un
estndo anormal, por lo qus m®e hace necemario tomar en cuenta
varias caracteristicas espectficas de cada entidad.

Los tejidos normales pueden volverse anormales perdiendo
les caracterimticas de crecimiento regulado y transformarse en
necplasins debido a factores intrinsecos8 y extrinsecos del huésped
(24). Pueden presentarse tanto en plantas como en animales y
comparten caracteristicas comunes, como es el hecho de que todas
las neoplasias provienen de ceflulas preexistentes y una vez
desencadenado el proceso, su crecimiento es atipice, continuo e
irreversible y en la mayoria de los casos no hey causs apsrente
(12).

Las neoplaaiss se clasifican en benignas y malignas de
acuerdo a su estirpe histolégica y al comportemiento biolégico que
presenten. Las primeras no son sgresivas y generalmente no ponen
en peligro la vida; a diferencia de 1as malignas que son poco
diferenciadas, crecen rapido, presentan muchas figuras mitéticsas,
producen metastasis e invaden tejidos cercanos (4)

La clasificacién de las neoplasias tome en cuenta 1las
caracteri sticas tanto macroscépicas y microscdpicas.

Kacroscépicamente los organos y tejidos on neoplasias
benignes y malignas presentan aumento de volumen, cambio de color,

texturs y consistencia. Hicroscépicemente, 185 neoplasias benignas



oNcoLI=S

nostrardn célules con esecasos cambios ep relacion con las células
nornales y en el caso de las malignas las células pueden presentar
un tamaMNo mas grande lo normal, con bordes irregulares, formas
bizarras, pleomdrficas, con presencia de células gigantes,
vacuolizacién citoplasmdtice y nuclear, nucle¢los prominentes
pudiendo ser nis de una, escotaduras nucleares, pérdida de la
relacién nuoleo-citoplasna y nitosis anormales (4). ’

Las neoplasias en nuestro pals ocupan el 4% lugar dentro
de las causas mas importantes de mortalidad. En adultos, de entre
las 15 localizaciones anatémicas nAs frecuentes del cAncer
destacen: el de mamna, el cérvico-uterino, el de tejido 1linfatico
(linfonas), prostata, estomago, sistema hematopoyético (leucemias)
y pPulmbn, representande mnias del 50 X del total de casos
registrados durante 1887 (1887 camos, registro mis reciente) (5)

En nifios los tipos niAs frecuentea de cancer a nivel
nundial son: leucsmias, linfomas, retinocblaastoma, neoplasing
reticuloendoteliales, del Sistemm Nervioso Central, intracraneal e
intraespinal, desl Sistema Norvioso Simpitico, tumores manlignos de
hueso, renales, hepaticos, neoplasims de tejide suave, gonadales,
de células germinales y trofoblasticas (20).

Desde hace aMos se han intentado encontrar alternativas
terapeUticas para el cancer diferentes a la radioterapia y la
cirugla, como pueden ser una gran variedad de sustancias de bajo

peso molecular y de origen microbiano (24). Se observé por



ONCOLINIS

ejemplo, que algunos wnicroorganismos clostridiales como
Clostridium histolyticum y Clostridium perfringens al ser
inoculados en animales con tumores, producian un efecto 1ttico
sobre ¢stos (13, 18).

En 1884 Hése ; Hse, reportaron que al 1inocular las
egporas de la cepa nUmero 55 de Clostridium butyricum en ratones
con tumores sélidos de Ehrlich, se producla Jlicuefaccién de 1a
zona central del tumor por destruccidn celular, pero quedaba
siempre una corona de células cancerosas capaces de originar un
creciniento tumoral secundario. A esto ss le conoce como “Fenémeno
de Hdse" (17).

Diez sMos después, Fredette inicié su trabajo con la
misna cepa (B8), dandole el nombre de Clostridiumn oncolyticunm.
Usando ratones con tumores sdlidos de Ehrlich de 1 cam’, encontr®
reduccién en la tasa de crecimiento tumoral e incluso regdresién
total en 3 de 10 enimales que habian sido inoculados con extractos
de las esporas de algunos de los lotes (7). Sin embargo, en sl aMo
de 1876 murid¢ Fredette y su trabajo quedé inconcluso.

Bn ese mismo afMo,en el Departamento de Hicrobiologia de
1a E.N.C.B. ss inicié el Proyecto Bacteriocterapia de Cancer, cuyo
objetivo general es la obtencién de metabolitos microbianos que
pudieran ser utilizedos como una mlternativa nds en la terapia del
éAncer.

Los primeros resultados demostraron que 1la germinacien
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de las esporas de Clostridiue H-55 sobrs cultivos celulares,
destruye célulam de origen tumoral sin daXar a las células
diploides normales. Asf{ mismo, germinando las esporas "in vitro"”,
a diferentes tiempos en un mnedio sintético, algunos de los
productos libsrados al medio de crecimiento al inicioc de la
derninacion también provocaron la destruccién de células tunorales
(25).

Al ocbtener 1a cindtice de liberacién de proteinas
durante la germinacién, se encontraron dos maximos de liberacién
que también coincidieron con el efecto oncolitico: 45 y 135-150
ninutos (25)

Para continuar con el proyecto, se estableci® un modelo
de fibrosarcomas en hamster, donde los tumores fueron inducidos
por 1inoculacidn subcutdnea de cé4lulas transforunadas {(célulus
BHKpSY). En este modelo, se demostrd gque l1a inoculacién de las
esporas de Clostridius H-55 y de Bacillus megaterium, praoduce ia
destruccién de las células de la nsoplasia y reduce sl erecimiento
tumoral (3).

Ahora, deseanos determinar cudl es el extracto de
gorninacion de Clostridium K-55 y de Bacillus megaterius Q4B 1551
que produce efecto oncolitico en este modelo tumoral. Se sabe que
el proceso de germinacién de ambos wmicroorganisnos es analogo
(28), =ademids de que Bacillus negaterium pe ha estudiado

anplianente, lo que puede hacer mads factible la localizacién del
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producto responsable de la destruocién celular.

Para -avaluar el efecto oncolitice fus necesario realizar
un detallado astudioc histolégico del desarrollo del tumor, en
ausencia de los extractos de germinacidén de ambos microorganismos
y en base a 43to observar los cambios que se producen después de

la inoculacién de los extractos.



- ONCOLIBIS |

OBJETIVOS

A) CARACTERIZAR HISTOPATOLOGICAMENTE UN MODELO

TuMORAL DE FIBROSARCOMAS EN HAMSTERS.

8) EvaLuar EL EFEcTO OncoLTico DE LOs EXTRACTOS DE
GERMINACION DE CLOSTRIDIM M-55 v BACKLUS MEGATERIUM QMB 1551
SoBRE EL MopeLO TUMORAL.
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MATERIAL Y METODOS

HATERI AL,

Banctivos.
4ceite de inmersién (Leitz)
Acido piorico (Merck)
Alcohol abmoluto (Sigea)
Clorofarwo (J. T. Baker)
Eosina (Sigma)
Btanol (Herck)
Formaldehido (J. T. Baker)
Gelatine (DIFCO)
Hematoxilina de Harris (Herck)
Parafina con punto de fusion de 56.5 * 0.5 °C.-
(Figher Scientific Company).
Resina sintética (Harleco)

Xilel (J. T Baeker)

10
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- Hedio para Germinacién de 1es esporas:

Hedio B 50 X (28):

Hg80, . 7THO .............. 10 g
Ac. Citrico HO ....,.......100 g
RHPO, . H,0 ............. 500 g
NaBEHPO, . HO .......... 175 g

Volumen final un litro pH 7

ANadir 1 =) de cloroformo como preservativo

Al momento de usarse se debe dilulr 1/50.

HETODOS.

Extractos de Germinacién.

Fueron obtenidos en el Leboratoric de Virologia de la
E.N.C.B. del I.P.N. por los pasantes de Q.B.P. Homero Plores
Sanchez y J. Antonio Raya Horeno.

Se utilizé la wisna wnetodologla para obtener los
extractos de gorminacidn de Clostridium H-55 vy de Bacillus
megateriun QHB 1551:

Se sembraron 10° esporas por ml, en 10 ml de medio E
adicionado de glucosa sl 1.5 X . Les esporas se activaron por
calor ¢(ebullicién por 3 miputos pars Clostridius H-55y 87°%C, 17

minutos para Bacillus pegaterium QHB 1551) y se incubaron a 37°C.

12
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La germinacién 8e paré cada 15 ninutos, retirande el tubo
respectivo v poniéndolo en hielo. Los extractos so centrifugaron
para separar las espores y se filtraron a travéa de una mnenbrana
Hillipore de 0.2 #m. Con el sedimento de cada uno de los
extractos centrifugados, se hizo un frotis y se tifNo por 1la
técnica de Gram para comprobar la germinacién. Los sobrenadantes
Be congelaron hasta su uso para prushas de oncolisis "“in vivo",

previa determinacion de la concentracién de proteinas por el

nétodo de Lowry (14).

Evaluacién del Modelo de Fibrosarcomas.
A) Inducoién Tumoral.

i.- Lotes de hamsters sirios de 7 dias de edad, se
inocularon con 10° celulms tranaformadas (BHK/pSV) por via
subcuténea, en la regidén dorsal,

2.~ Los aninales se midieron 'y observaron diariamente
hasta y después de la aparicion de los tumores.

3.- Los animales se sacrificaron en canara letal, a
diferentes tiempos poat-aparicién de los tumores: 8, 10, 13, 15,
17, y 21 dtas. '

4.~ Los tumoren y los érganos sumceptibles de presentar
net&stesis como son: riffones, pulmones, higado, corazén, bazo y
tino, me fijaron en formaldehide al 10 X para coagular los

componentea y aumantar su afinidad por lom colorantes.

13
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B) Ganancia de Paso par Ofa dal Animal ¥ Tnsa de Cracimienta
Tunoral.

1.~ Los animales se pesaron diariamente después de la

aparicién de los tumores. Lea ganancia de peso por dia (G.P./dia)

del animal, se obtuvo con la siguiente férmula:

e - B
GP./ DA »
Dg

PF = Peso final del animal del dia en gque se termina el
experimanto.

PI = Peso inicial del &nimal del die en que se inlcia el
experimento.

DE = Dias que durd el experimento.

2.-Los ' tumores se midieron diariamente en sus dos
dimensiones (largo y ancho) con la ayuda de un verpier, La tasa de

crecimniento tumoral (T.C.T.) se obtuvo con la formula:

TCT. =

HF= Nedida final del Tumor en cm®, del dia en que se sacrificé el
mninal.

HI: Medida inicial en cn”, del dla en que se¢ inicia el
experinento.

DE= Dias que dur® el experimento.

14
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C) Estudio Hiatopatolégica.

1.- Porclones del tumor y de los organos fijadea, se
deshidrataron para suastituir toda el agua del tejido por alcohol y
poderlos incluir en parafina. Se hizo de 1la siguiente manera: -
Deshidratacién en alcohol al 70 X, de 30 a 45 minutos en 10 veces
el volumen del tejido.

- La deshidratacién continué cambiando a alcohol al 80 X, de
‘30 a 45 mninutos.

-~ Deshidratacién con alcohol al 88 ¥, de 30 a 45 nminutos
haciendo dos cambios.

~ Posteriormente se deshidraté con alcohol absoluto de 30 'a
45 ninutos.

~ Finalmente en cloroformo durante 45 minutos como ¢ltimo
paso en la deshidrataci®n.

- Loa bloques se formaron por vaciado en parafina con un
punto de fusion de 58.5 * 0.5°C, dejaAndose solidificar durante 12
a 18 horas.

2.- Los blogques una vez solidificados se cortaron en
nicrotono, obteniendo cortes de 5 um,

3.~ Los cortes se colocaron en un baMNo de flotacidn con
gelatina, que ayuda al corte a adherirse sl portaobjeton.

4.-Una vez secos, loa cortes as colocaron en la estufa

de 50°C pars eppezar su desparafinizacion, que durd 20 minutos. La

15
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desparafinizacién ¢ hidratacidon de. los cortes continus de la
siguients manera:

- 2 cambios de 10 minutos cada uno en xilol, (el umo de
agentes aclarantes es para sustjtuir sl aleohol y transparentar el
tejido).

- hidrata¢ion #n alcohol absoluto, 2 minutos.

- hidratacién en alcohol al 88 X, 2 minutos.

- hidratacién en alcohol al 70 X, 2 minutos.

- hidratacién sn sgusa.

5.- Los cortes se tifferon usando 1a tincidn de
Hematoxilina-Eosina:

- tineién con Hematoxilina de Harrise durante 10 minutos.

- diferenciacién con agua corriente hasta obtener un color
lilaceo.

- tinecién con Eosina.

8.- Los cortes se deshidrataron (se extraes el gagua del
corte pasandolo por soluciones de alcohol de concentracién
crecients en la forma ya descrita), llegando hmsta xilol.

7.- Hontaje en resina.

8.- Observaci¢n al microscopio (11, 15).

18
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Evaluacién de la Actividad Oncolitica de

Clostridium M-55 y Bacillus megaterium QMB 1531,

A) Indugeisn Tumoral,

1.~ Se¢ hizo de 1a forpa descrita con anterioridad.

B) Inoculncién con Extractos de Garminscién.
Los snimales me dividieron en grupos experimentales (de
4 aninnles cada uno); cadm grupo fue inoculado intratumoralmente
con alguno de los diferentes extractos de germinacién de
Clostridiua H-55, o de Bacillus megaterium QHB 1551. Los grupos

Testigo no fueron inoculados.

C) Detarminacién de la Actividad Oncoll tics.

Después de la inoculacidn de los diferentes extractos se
determind: la Ganancia de Peso por Dia del Anipal y 1a Tasa de
Crecimiento Tumoral. También se reamlizé el estudio histopatolégico
de 1a nanera descrita para los aninales quas no recibiaron

tratamiento.

17
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RESULTADOS

Evaluacién del Nodelo de Fibrosarcomas
A) Induccion Tumaral.

Los tumores amparecleron en un promsdio de 28 dias
post-inoculacién de las células transformadas (celulas BHRpSV). Se
localizaron nubcutdneanente en el Areoa de la regidén dorsal de los
animales, on el sitio de inoculacidn.

En ambos sexos se observé una tasa de induccién tumoral
del 100 X, aparecieéndo éatos en forma nodular o binodular. Una vez
palpables se desarrollaron ridpidamente (Figura 1).

Los tumores se desarrollaron cono nagas s&lidas,
redondas, sin nostrar zonas de menor consistencia. Excepto por la
presencia del tumor, los aninmales c¢recieron normalmente. Al
realizar 18 necropsia de los animales, se pudo ver que los tumores
se presentaron como masas sélidas de color blanguecino (Figura 2).
Se observd tembién que todes los drganos examinados no mostraron

alteraciones macroscopicas.

B) Gmnancia de Peso por dfa dal Animal y Tasa da Cracimisnto
Tumnoral.

El objetivo de estas mediciones fue determinar las

caracteristicas del desarrollo de los animales y deo lon tumores

18
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inducidos, ya que previamente se ha demostrado que los =nimales
oon tumoraciones, presentan un demarrollo corporal y ganancia de
peso sinilar al que ns observe en animales eon los que no se
inducen tumores (1).

En la Tabla 1 se resumen los promedios de genancia de
peso por dia de los animales y las tmeas de orecimiento tumoral,
mnostrando el desarrollo de los tumores a los diferentes tiempos en
que fueron saorificados los aninales. Como se puede observar,
hasta los 15 dias post-aparicién del tumor, éstos crecen
practicaments con la misna tasa y los animnles estan ganando peso
de igual forma que los animales sin tumor (1). Después de lom 15
dias los tumores reducen notablemente =mu tesa de crecimiento, pero
en este momento han alcanzado un gran tamaMo, lo que los hace

difficiles de manejar y de evaluar.

TABLA 3

GANANCIA DE PESO POR DIA Y TASA DE CRECIMIENTO TUHORAL#

TIZNPO FOBT-APARICION a. r.7 DIA T.C.T.

2
DEL TUMOR. ¢dias) grdla (em sdia)
a ~ 10 .90 = 1.8 0.42 2 0.1
19 - 13 0.0 % O.02 .3 % 0.04
17 - 21 o.03 * o.27 0.22 ¥ 0.02
sx3TON VALORES CORRESPONDEN AL PROMEDIO ox

LAZ DETERMINACIONES EIFECTUVADASN A ORUPOS DK 8§ ANIMALES EN CADA unNo
PE LOS CASOR.

18
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Figura 1: Aninal de 5 semanas de edad con un tumor de 8

dias de desarrollo.

20



Figura 2 : Observacien nacroscodpica de

de 8 dias de evolucién.

21
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C) Eatudio Histapatolégiona.

Bl examen histopatolégico mostr®d conmo caracteristicas
denerales de estos tunores: células fibroblasticas dispuestas en
haces entrelazados, #&reas densas de celulas anapldsicas, con
ndcleos pleomérficos, excéntrices, hipercromiticos, con cromatina
fina y difusa, con uno o dos nucledlos, escaso citoplasma y bordes
celulares irregulsres; adewds de la prosencia de cé¢lulas gigantes
de origen fibreblastico, multinucleadas, bizarras, con nlclec
hipercromitico. Las mitosis fueron frecuentes y generalmente
atipicas (distribucion anoreal de cromdtidas).

La histopatologia reveld el caricter invasivo de 1la
neoplasia, representado por infiltracién de los haces
fibroblasticos tumorales hacia el mUsculo estriado y en ocasiones
hacia el tejido adiposo. Podemos referirnes a ella como una
neoplasia de tipo maligno por sus caracteristicas, compacte por le
unién estrecha de los haces entrelazados de cé¢lulas fibroblasticas
(Figura 3) vy agresive por su infiltracién hacia los tejidos
circundantes y su rapido creciniento.

El estudio histopatolédgico de los tumores a los
diferentes tiempos en que se sacrificaron los animales, reveld gue
los tumores hasta los 15 dias post-aparicién conservan sus
caracteristicas tipicas: fibroblmstos bien diferenciados y Thasta
un 50 X de ireas de necrosis, siempre asociadas =® hemorragia

(Figura 4).

22
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Figura 3: Imagen Histolégica del corte de un fibrosarcoma

tipico de B dias de evolucién, tefide con Heeatoxilina-Eosina

(50X%).

23
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Figura 4: Imagen histolégica del corte de un fibrosarcoma

tipico de 7 dias de evolucién, tefiido con Hemntoxilina-Eosina
(50X), donde se muestra un foco incipiente de necrosis asociads &

hemorragia.

24
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A partir de los 17 dias post-aparicién se plerden éstas
caracteristicas, encontrindose fibroblastos no diferenciades y un
porcentasje de necromis amociada a hemorragis mayor del 50 X,
ademds de que el tejido adiposo se vuelve mn&s vacuolade (Tabla
2). La invasividad de 1la neoplasian asl coho au agresividad,
aumnentan en los tumores, después de 15 dias post-aparicion,

Para determinar la presencia o ausencia de metistasis se
realizé ol estudio histopatolégico de todos los drganos
extirpados, haciendo cortes en diferentes &ngulos. No se observo
mnetAstasis en ninguno de los cortes; pero 8! se encontrd
invasividad hacia los tejidos musculares cercenos al sitio de
desarollo del tumor.

Ds nacusrdo econ todos astom resultados, decidinos
utilizar para el desarrollec de la segunda stapa de omts trabajo,
nélanents tumoraciones gque tuvieran menos de dos semmsnas de

aparieiodn.
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TABLA 2

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE TUMORES NO TRATADOS »

TIEKMFO POST-APARICION CARACTERISTICAS
PEL TUMOR (DIAS) HISTOPATOLOOICAS
8 -~ 0 FIBROBLASTOS BIXN DIFEAKNCIADON.

NECROSIE INCIPIKNTE, ASOCIADA A

LA HEMORRAOCIA DEBIDA AL CRECIMIENTO
DEL TUMOR, APROXIMADAMENTE EN UN
c %,

HMENOE DE S MITOSIZ FOR CANPO EN

23 Xx.

TEJIDO ADIPOSO NORMAL.

18 = 19 FIBSROBLAZTOR BIEN DIFERENCIADON. .-
NECROSIS ABOCIADA A HEMORRAGIA N
UN B0 % APROXIMADAMENYE Y EN FORMA
DISPERSA.
MAS DE % MITOSIS POR CAMPO EN X3 X
VACUOLIZAGION DEL TEJIPO ADIPOSO.
PERDIDA DE LA RELACION
DRAMIS-EPIDERMIS.

17 - 21 FIBROPLARTOS INDIFERINCIADOS CON
CITOPLASMA VACUOLADO.
NECROSIS ASOCIADA A HEMORRAOIA KN
UNA MAYOR PROPORCION DEL TOTAL DEL
TUMOR; MAS DEL 8O M.
MAS DE 3 MITOSI¥ POR CAMPO EN 23 X
QRAN CANTIDAP DE TEJIDO ADIPORO
MUY VACUOLIBADO.

LAS OREERV A 8 ANIMALES EN CADA CARO.
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Evaluacion de la Actividad Oncolitica de
Clostridium K=55 y Bacillus megateriup GMB 1551

A) Indugeién Tumoral.

Los tumores inducldos por inoculacién de células
transfornadas, fueron utilizados para determinar el efecto
oncolitico producido por 1la accién do los oxtractos de
gerninacidn, tanto de Clostridium H-55 como de Bacillus negaterium
QMB 1551. Los tumores se inocularon cuando salcanzaron un tamafNo de
1 cn®, previa determinacién del crecimiento tumoral efectivo y de
acuerdo a la evaluacién del wnodelo de fibrosarconas; las
observaciones se realizaron durante 1los primeros 15 dies

post-sparicién del tumor.

B) Efecto da la Inaculacion cen Extractas de Germinagién.

Considersmos la oncolisis como un cambio drastico en las

caracteristicas  macroscépicas ¥y  mnicroscopicas  del tunoi;fy

ocasionado por destruccién ecelular

Hacroscopicanente, la oncolisim cono remultade de la
inoculacién de les extractos de germinscién, fue determinada por
el reblandsciniento del tumor, que se percibe por palpacién, ast
cono por la presencia o no de necrosis y henorragia, al nomento de
extraer el tumor y hacer su diseccidn.

De macuerdo a la determinacidnm de 1la concentracién de
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proteinas de los diferentes extractos de germinaecién, =me pudo
observar lo migulente:

a) Para Clostridium H-55 la cinétioca de liberacidn de
proteinas nuestre varios picos de ma&xima concentracién. De acuerdo
» lo observado anteriornente por nuestro grupo de trabajo (25),
los extractos inoculados fueron Unicamente los Que presentaron las
niximag concentraciones de proteinas. En la Figura 5 se nuestra la
cinética del lote de extractos obtenidos y probados, ast como

también el nimero que se¢ le asignd a cada pico de proteinas.

b) Para los extractos de germinacién de  Bacillus
megateriun QB 1551 hay 3 momentos en la germinacién, de ndxima
liberacién de protefnas, lo que nos permitié definir tres zones
diferentes: A, B y C cono se observa en la Figura 8. En adelante
nos referirenos a estos tres perfiodos con las letras A (0-45 min),

B (45-980 min) y C (80-135 nin).
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Figurs 5: Cinetica de liberacien deo proteinas

durante la germinacién de Clostridium H-55.
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Figura 8: Cinética de liberacién de proteinas durante la
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En la Tabla 3 se nuestran las caracteristicas
nacroscépicas de los tumores que fueron tratados con losg
diferentes extractos de germinacién de Clostridium H-55, 2 los 7
¥y 14 dias post-inoculacién del extracto; en donde puede observarse
que los aignos de hemorragia y necrosis no son privativos de los
tunores tratados. Ro hay una diferencia significativa entre los
tunores tratados y losz de los Testigos, sdlo el extractoe de
germinacion del tiempo 0 min, provoca destruccién celular npotable
con respecto & lom Testigos., En todos los tumorea se presents
reblandeciniento al séptino dia, excepto los tratados con los

extractos de 75 y 150 min de germinacién,
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TABLA 3

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LOS TUMORES TRATADOS CON LOS
EXTRACTOS DE GERMINACION DE Clostridiue M=-53.

PICO EXTRACYO : CARACTERIETICAE
INOCULADO MACROSCOPICAS
A N '] v
? 14 r 1e ? 14 ? 14%
TESTIO0 - e ” et " tred . L)
O mn ‘ets ND s ND ree ND e ND
80 min e . LI 222 + sees 23 .
1 { ,
7 min - - + 23 - L + "
I — 109 min . ND T e+ U ND + T'ND ¢ 'ND
126 min . ND . ND . se . ND . ND
mr 183 min 44 ND *” ND » * ND ‘ie ND
150 min - . *he e ‘ot +*" - +*
wv - 168 min e s - *” +e e + .
v = 229 min * " - ‘et > ‘b - +*
A = ABLANDAMIENTO PRESENTE » +
N = NEQROSIE AUBENTE o -
B = HEMORRAOIA NP = NO K DETEAMINO,
V = VABCULARIZACION
1 Los EXTRACYOR INDCULADOS INTRATUMORALMENTE,
CORRESPONDEN A LOS DIFERENTES TIEMPOS N aux =K DETUVO LA
OXRMINACQION.

LAS OBPSERVACIONES PERTUNECEN A ORUPrOS pE 4 ANIMALES N
PRAOMEDIO. POR CADA UNO DI Loz DIFERKNTES EXTRACTOS DL OERMINACION
INDCULADOS. LOE TESTICQS NO FULRON INOCULADOS,

L] DIAS POST-INOCULACION A Los aur YUERON

SACRIFICADOS LOS ANIMALES,
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Del mismo modo se trabajé con animales inoculados con
extractos de germinacion de Bacillus wmegaterium @QHB 1551. Los
aninales fueron sacrificados a los B y 14 dias post-inoculacioén de
los extractos de germinacién. Cada grupo de 4 animales recibid un
extracto diferente. Los cambios detectados macroscopicamente, seo
nuostran en la Tabla 4 y en la Figura 7.

Se pusde aprecisr que los Testigos no presmentan necrosis
ni hemorragia y el tumor se desarrolla sin ninguna alteracién, &
diferencia de 1los tumores tratados con los extractos de
gerninacién correspondientes a los tiempos 30, 45 80 y 105 min. Se
pudo observar que tras la inoculascién de estos extractosm, todos
los parimetros que eovalusnos nacroscépicamente, en conjunto
nuestran que hay destruccion del tejido tumorel. Aunque para el
extracto de los 80 min de germinaci®n no hay necrosis ni
homorragia a los 6 dias, la necroais tan sbundante que se presenta
a loa 14 dims junto con el reblandecimiento del tumor, nos pernite

considerar un efecto oncolitico poaitivo.

33



ONCcoLInIs

TABLA 4

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LOS TUMORES TRATADOS CON LOS
EXTRACTOS DE GERMINACION DE Bacillus megaterium QMB 1551.

ZONA EXTRACTO N CARATCTERIBTIOAS MACROGCOPICAS
INOCULADO
A N L] v
[ ] 14 L] 14 . i4 ] 14%
TESTIOO - - - - - - - -
o min - - . + + L2 . »+
13 min - - * kg * . - *
A R
50 min . * + . . - .. -
43 min . e woe e ews o

o0 min - - - bad - -
* {
3 min - - . P S - -
PO min . - - ere m I
103 min ver + . e e < e -
c
120 mun . - - * - - - -
183 mn > - - - . - - -
A = ABLANDAMIENTO PRESKENTE = ¢
N = NECROSIS AUZENTE - -
H = HEMORRAOIA
V = VABCULARIZACION
1 EXTRACTON DK OERMINACION INOCULADOS INTRATUMORALMENTEK
CORRKSPONDIKNTES A Los DIFERKNTES TIEMPOS DXL PROCESO ox
OERMINAGION.

LAS OBSERVACIONES SON KL PROMEKDIO DE LAS DETERMINACIONKS
HECHAS A ORUPDS DI 4 ANIMALES FOR GADA EXTRACTO INOCULADO, EXCEPTO
LAS OASERVACIONES Al OCTAVO DIA PARA LOS EXYRACTOSN ORTENIDOS A Los
30, 49, PO y 103 MIN QUK SK HICIZRON PFOR DUPLICADO 18 ANIMALES EN
TOTALS.

® DATOS QUX CORRESFONDEN A LOS DIAS EN QUX  FUERON
SACRIFICADOS LON ANIMALES.
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tumor de 14 dias

7: Fotografta de un

Figura :
germinacion de 80 =mnin de

post—inoculucién con el extracto de

B.negatarium aQMB 1551.
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C) Ganancin de Paso por dis del Animal vy Tnsa da Crecimiento
Tumoral.

Estos pardmetros se tomaron en cuenta pars determinar
nunéricanente el estado general de los aninales y la nactividad
oncoll tica de los extractos de gerninacién de ambos
microorganismos al mfectar el crecimiento diario del tumor.

En la Tebla 5 se muestran lea Ganancia de Peso por dia
(G. P./dia) del animal y la Tasa de Creciniento Tumoral (T.C.T.)
de loa animamles, con tumores inoculados con los extractos de
germinacién de Clostridium M-55, donde puede observarse que los
extractos de los tiempos 0, 150, 195 y 225 nin de germinacién al
ser inoculados, provocan una reduccién mayor del 10 ¥ al séptimo
din post-inoculacidn en la T.C.T. con respecto a los Testigos no

inoculados,
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TABLA B

EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE GERMINACION DE Clostridium MN-53
SOBRE LA GANANCIA DE PESO 7/ DIA Y LA TASA DE CRECIMIENTO TUNORAL.

riao KXTRACTO a. p./pXA 1.0 7. % REDUGCION
INOCULADO tgrdi ar tem sdl ar de ¥.cC.T.
Tealigos ? diam 2.1z * (.03 o.0 t o.%0 -
14 diaa 1,90 % 0,10 ©.47 ¥ Oo.04 -
o min ® dias 5.7z X 0,40 0. L o, 22 10
90 min ® dias .72 & o.42 0,42 ¥ 0,09 o
( 14 dias 1.0 % o.» 6.17 * O.04 ap
x
79 min ? dias 1.94 2 o.m 0.42 * 0.13 o
L 1 dias 50 % o.00 L4000 & O, 1P 2
I T 105 min s dias 2.79 £ 0.20 0,90 % o,21 o
F 120 min » dios 1.9 2 0.40 Q.48 X 0.10 o
24 41 t5 min ® dias t.70 X o.m 0.7 £ o.20 o
130 min 7 dias 1,00  o.20 ot o.00 21
L 18 dias 4.00 % O.14 0.3 * o0.05 20
IV T 199 nain 7 dlas 1,29 * 0.1 0.28 * 0,04 20
14 dias 9.42 £ 0.7 o.’ t 0,12 (14
v T 229 min o dias .23 t 0.13 o.z8 ¢ 0.04 z0
18 diae 1.3% £ O.2¢ 0,48 % ©.04 o
1 Los EXTRACTOS INOCULADOS INTRATUMORALMENTE

GORRKSFONDEN A Lo= DIFERENTES TIEMPOS KN ave FUK DETEINIDO L
PROCESO DE OLRMINACION.

LOS DATOS CORRESPFONDEN A UN PROMEDIO ] 3 < ANIMALKS POR
CAPA ORUPO; 2 ANIMALKS s RACRIFICARON A Los ? - Dlas
POST-INOCULACION CON LOS EXTRACTOS ¥ Los orRos z A LOS &3 tHé)
DIAS PFOST-INOCULAGION.
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TABLA 8
EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE GERMINACION DE Bacillus megateriunm
QMB 1581 SOBRE LA GANANCIA DE PESO ~» DIA Y LA
TASA DE CRECIMIENTO TUMORAL.

nONA EXTRACTO G. P, /DIA r. Q. T NREDUQCION
INOQULADO tgrdt a) dem 2di @ bE 1.C.%.
TXITIOO ® diaas t.42 t 0. 24 ©.44 ¥ 0.4 -
12 dlas z.80 t 0.1 o.38 t O.10 -
O min ® dias ©.9¢ % 1.0t 0.12 * O.10 ™
14 dias z.20 * 0.3 o,23 2 o.04 ”
13 min ® dias s.00 £ o.m 0.54 t 0.20 -]
14 df{am 1.4 £ o.0p 0,28 % 0.07 20
A 4
30 min s dias 1.4p ¥ 0.9 ©.17 £ 0,08 ot
14 dias t.0p0 + 0.8 o.22 * 0.3 43
43 min ® dfas O.00 Tt o.40 ©.10 T O.t4e e
- 14 diaa z.00 & 0.1 o.n * o.00 [
r 0O min 8 dios 1.4 t 0.0t 0,49 %t O.22 o
14 dians 1.82 % o.28 .28 ¥ O0.0p 2
" 4
75 min » dias z. 48 % o.00 o.93 t o.m o
. 1¢ dios t.9op % .80 o.1 t o.00 3
r ®o min e diaos 0,00 % 0.3 o.42 t 0,00 m
14 dias z.00 * 0.00 0.1 % 0.00 ”
109 min ¢ dfom 1.8 * o. s 0.0 % o.z23 )
14 dias z.10 * o.20 o. ™ %t o.00 o
e
120 min s dias z.07  1.47 o.m %t o.02 30
¢ dlos 2.2 0.7 o.m t o.0p []
183 min s dias Z.4¢ * 0.00 o0.28 t O.10 »a
- 14 dias 2,49 * o0.0? o.:z t 0.0 to
1 Lo= EXTRACTOR INOCULADOS INTRATUMORALMENTR
CORRISPONDEN A LOS DIFERENTES TIEMPOS EN OQUE FUK DETENIDA LA
DEL OANIEBMO.

LAS ORSEKRVACIONES SON EL PROMEDIO (2 3 LAS DETERMINACIONES
HECHAS A 4 ANIMALES FOR CADA ORUFO, EXCEPTO FARA LO3 EXTRACTOS oK
LO® TIEMPOS 30, 43, PO Y tog MIN DONDK LA O8SKRVACIONKS sSK
HICIERON POR DUPLICADO {8 ANIMALES EN TOTAL).
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D) Estudio Hiatopatolegico.

So roalizé o) estudleo thistopatoldgico de los tumores
tratadoa con los extractos de germinacién tanto de Clostridiun
H-55 como de Bacillus megatorium QHB 1551 con 1la finalidad de
determinar el grado de destruccidén celular causada por el
tratamiento.

Hicroscoépicamente el efecto oncolitico pudo apreciarse
comno zonas de necrosis no asociadas & hemorragia, circundedas por
una mase condensads de células con oitoplasma y nudcloos plendticos
en ls poriferle ademés do fantasmas celulares.

La evaluacién del fendneno oncolitico se determind
tomando como un 100 X toda la necrosis dentro del &rea total del
corte del tumor observado al microacopio y westableciendo una
relncion poroentual, para saber cuanta de e¢sa nooroais no esta
asociads a hemorregia (Necrosis No Asociada a Hemorragias), sino al
trataniento con los extractos de germinacién, reflejando este
pardmetro la destruccidn celular por el efecto oncolitico con
respecto al total del tumor.

Algonos de los tumores tretados con Clostridium HK-5%
nostraron necrosis no asociedn a hemorragia, estos resultados se
prosentan en la Tabla 7, en donde se obmerva que los extractos que
producen mayoer necrosis no asociade & hemorragia, son loa

correspondientes a los 60, 150 y 185 min de germinacién de 1las
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esporas, tanto & los 7 como a los 14 dtas,
Por otro lado, el eoxtracto de germinacién de 0 nin

también mostrd efecto sobre el tumor (Tablas 3, § y 7).,
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TABLA 7

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE LOS TUMORES TRATADOS
CON LOS EXTRACTOS DE GERMINACION DE Clostridium M-53.

rico EXTRACTO !NOCULADO‘ IMAGEN HISTOPATOLOGICA
% NECROSIS NO ATOCIADA
A HEMORRAOIA

T 14 ®
FEITIOO NEC. PUNTUAL NEC. PUNTUAL
o min 40 ND
S0 min 20 100
<
™ min NEC. PUNTUAL a0
<3 — 109 min 22 ND
120 mn i8 ND
1 488 min 0 ND
130 min a0 0
v hand 103 min 20 50
v - 223 min L] L]
s LOS EXTRACTOR INOGULAROE INTRATUMORALMENKY

CORRESFONDEN A LOR DIFKRINTES TITNPOS EN Qaux rur DETENIDA LA

OEAMINACION,
& pram POST-INOCULACION A LOs aur FUERON BACRIYICADOS

LOS ANIMALKS,
LO=E DatO®m SON KL PROMEDIO DE 4 ANIMNALES rox CADA

EXTRACTO INOCGULADO.
ND = NO SK DETERMINO.
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El estudio histopatolégico de los tumores tratados con
los extractos de germinacién de Bacillus nmegatarium QKB 1551
nostrd que a excepoidn del grupo Temtigo y de los tumores tratados
con los extractos de la zona B, en todos loa ocasos s=se indujo
alguna proporcién de necrosis no asociada a hemorragia. Se puede
sofialar, que los extrmctos de la zona Ay de la zona C de la
cinética de gerninacién, tienen mayor efects sobre los tumorss ya
que se presentd mayor cantidad de necrosis y éste, no estaba
asociada a henorragia.

Betos resultedos pusden observarse en la Tabla 8 ¥y en la

Figura 8.
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TABLA 8

CARACTERISTICAS WICROSCOPICAS DE LOS TUMORES TRATADOS
CON LOS EXTRACTOS DE GERMINACION DE Bacillus megaterium QHB 1551

EONA EXTRACTO INOCULADO * IMAJEN HISTOPATOLOOICA
X DE NEGROSIE NO ASOCIADA
A HEMORRAOIA.

L] 14
TESTIGO o =]
o min 0 70
13 min 40 70
A
0 min 40. 0
43 min 30 [
a0 min [ 30
* {
73 win o 10
PO min so oo
109 min s 20
a .
120 min a0 -l
193 min %0 .0
1 LOZ EXTRACTOS INOCULADOS INTRATUNORALMEINTE

CORRESPONDEN A LOS FIEMPOS EN GUE FUF DETENIDA LA OERMINACION.

® DIAS POBT-INOCULACION EN QUE FUERON SACRIFICADOS LOZ
ANIMALES,

LAS MEDICIONKES SON KL FROMEDIO DE LAS DETERMINACIONKS
HECHAS A o ANIMALES POR  CADA EXTRACYO INOCULADO, EXCEPTO LAS
ORSERVACIONKS REALIZADAS AL QGTAVO DIA PARA LO= EXTRACTOS oK
OERAMINACION DX LOS TIEMPOS 30, &3, 9O Y 109 MIN Qur K HICIZRON
POR DUPLICADO {8 ANIMALES EN TOTAL).
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Figura 8: Imagen Histolégica del corts de un tumor tratado

con el extracto de germinacisn del tiempo 80 min de B.negateriun

QMB 1551 teftide con Henatoxilina-Eosina (50X).
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DISCUSION

Bn la primera parte de este trabajo, se vrealizéd la
oaracterizacién himtolégica detallada de un nodelo nanimal de
induccién de fibrosarcomes en henaters, previanente entablecido
(3).

De acuerdo m lo anteriormente reportado {d), la
inoculacién subcutinea de células tranaformadas (BHK pSV) en
hamsters sirios de 7 dias de esdad, produjo tumores con formas
nodulares o binodulares (Figura 1) en el 100 X de los ocasos sin
importar el sexo.

Los aninales fueron sacrificados a difsrentes tiemposn
para constatar la evolucién del tumor, a nivel tanto macroscédpico
oono microscépico. Los tumores orecieron riépidamente, con una tasa
de orecimiento tumoral de hasta 0.42 % 0.21 on'/din {Tabla 1).

Los parAmetros evaluados (necrosis y hemorragia) m=mon
caracteristicas inhorentes al desarrollo tumoral, amfoono del
grado de vascularizacidén, sl cuml es un buen indicador del riego
sanguineo necesario para el crecimiento del tumor (4). Al examinar
pacroscépicamente lonm tunores, a0 encontraron ciertas
caracterinstioas siempre premsntes: consistencia firme de la wmasa
tunoral, una hemorragis acompafada de Areas de necrosis, adendAs de
una gran vascularizacién y un color blanquecino a rosado en todos

los tunores (Figura 2).
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El estudio histopatolégico nos muestra que estos tumores
son fibrosarcomas (Figure 3), al igual que 1lss tumoracliones
inducidas por lm inoculacidn subcutdnea de SV-40 en hansters
sirios recisn nacidos (B). Egtos tunores pernanscen
subcutineamente y pueden invadir tejido muscular e incluso piel,
pero no tejido dseo.

La imagen histoldgics de emtos tumores, reveld que 1los
aninales sacrificados entre los 8 y los 15 dias posteriores al
nomento an que aparecisron los tunores, desarrollaron
fibrosarcomas tipicos con ce¢lulas fibroblasticas dispuestas en
haces paralelos o encontrados, con nucleos ovoides y cronatina
granular, con fornas nitéticas frecuentenente en ninero
importante, células gigantes de origen (fibroblastico, ndenis de
encontrarse altamente irrigados y producir colagena. Estas
carscterimsticas coinciden con las mda importantes descritan para
un fibrosarcoma (22), ademds des prasentar una asociacion entre la
necrosis y la hemorragia en una proporcién constante (1l:1), pera
una porcién muy limitada de la masa tumoral aproximadawente 20 2,
sobre todo en los primeros dias de su desarrollo (Tabla 2, Figura
4).

En tanto que para los animales macrificados entre los 17
y los 21 dimes, los tumores mostraron fibroblastos indiferenciados
y con nitomis en ntmero maAs frecuente que las encontradas para el

grupo anterior, compartiendo con #éste la proporcién encontrada

47



ONCOLISIS

para la asociscién necrosis-hemorragia (Tabla 2). Estas son
caracteristicas tipiecas de un tumor con altas tasas de
crecimiento, por lo que alcanza un tamalic muy grande con respecto
al animal cuando han pasado mids de 17 dias desde su aparicién, lo
que lo hace dificil de nanejar.

Loa fibreosarcomas tienden a invadirlocalmente y
netastatizar ampliamentes (27), por lo que .otro de 1los objetivos
del estudio histopatolégico fue determinar la presencis o ausencia
de metistasis en este modelo tumornl; definiendo ésta conmo
colonias de tumores que crecen en diferentss partes del organisno,
originandose a partir de célules malignas que se separan del tumor
inicial ¥y se desplazan por el cuerps (por via sanguineas o
linfatica) con frecuencia, hasta lugares muy alejados (4, 18). Ea
necesario hacer notar que en ningunc de los tejidos analizados se
encontrod metastasis como tal, ni manifemtacién alguna de ésta,
aunque si se observéd el cardcter invasivo de la neoplasia, puesto
que ésta invade el tejido muscular cercano al sitio de
inplantacidn del tumor.

De acuerdo con estos rosultados, es obvio que para los
estudios de oncolisis, deberan utilizarse tumores de pocos dias de
evolucidn; por tal notivo en los experimentos posteriores se
enplearon tumores de hasta 2 semanas de evolucidn, una vez que

" slcanzaron 1 cn', 1o que en conjunto no rebasa los 17 diss ‘en

total.
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Una vez establecidas las caracteristican incroscépicuu (]
histopatolégices dol modelo tumcral con respecto a su evoluoién a
través del tiempo, se usd oste para estudiar el efecto oncolitieo
de los extractos de germinacién de Clostridivm MH-55 y Bacillus
regateriun QMB 1551,

La determinacidn de proteinas mediante el ©uétodo de
Lowry (14) de los diferentes extraotos de germinmcitn, mostrd que
on la cinética de liberacion para Clostridiun H-55 hay § mixinos
(Figura §5).

De acusrdo a lo que ha reportado anteriormsnte nuestro
grupo (25), los extractos de germinacién con actividad oncolitica
corresponden a aguéllos Que presentan las waximas concentraciones
de proteinas, por lo tanto, nomotros utilizanos para la
inoculacién de los tumores lom extractos correspondientes s loa O,
80, 75, 105, 120, 135, 150, 195 y 225 mnin de gerninacién de las
esporas ds Clostridiun K-55 (picoa I a V, Figura 5).

Mientras tanto para los extractos de germinacion de
Bacillus megaterium QHB 1551 1la oinétiea de liberacidn de
proteinas muestra tres periodos que ocomprenden picos de mnixina
liberacién de proteinas. Batos periodos correspondieron a 45 nin
de gerninacién cada uno, como me muestra en la Figura 8. Todos los
extractos de germinacién de Bacillus megaterium QHB 1551 obtenidos
cada 15 nin, me inocularon n difersntes grupos de 4 animales cada

uno. Aquellos extractos de gerninacion de Bacillus megateriun QHB
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1551 que mostraron un mayor efecto oncolitico, mse probaron por
duplicado.

La inoculacién intratumoral con algunos de los extractos
de germninacién produjo licuefacci¢n del tumor, observaindose ocomo
un claro ablandanisnto de la masa tumoral a partir del 5o0. dia. Al
efectuar 1n diseccitén se observd pérdida en la consistencia del
tumor; apreciada como grandes zonas de hemorragia y gran
vascularizacién acompafiada de necrosis o destrucoidn celular
{(Figura 7). Le destruccién celular me puede inducir por cambiona
que alteren el contenido iénico y el equilibric hidrico de 1la
c®lula, llevandola a una excesiva captacién de agua, aumento de
presién hidrostitics y aumento de volumen. De ests modo comienzan
los ostadios del proceso dogenerativo, que tienon como punto
oritico la recuperacién o musrte de la mismm (necrosis) (4, 23).

Al analizar nacroscopicamente los tumores tratades ocon
los extractos de germinacidn de Clostridium H-55 se observd que
para cuatro de los extractos (tiempos 80, 150, 195 y 225 min), hay
ablandaniento, nocrosis, hemorragia y vascualarizacién (Tmbla 3).

Sin embargo, loa Testigos mostraron cambios aniAlogom, lo
que no nos permnite decir que es el trataniento en s!,
completanente responsable de estas alteraciones. Como 8e observéd
durante la evaluacion inicial del wmodelo, 1a necrosis y la
hemorragia son inhsrentea al desarrollo del tumor, ademds de que

sl propio manejo de los tumores puede =alterar au ngpacto
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nacroscépico.,

Especialnents después de dos sewnanas, el tumor se
sncuentra on una fase de crecimiento, en donde hay deterioros
propios del desarrollo de é#mte tipo de tumor (Tablas 1 y 2). Eastas
alteraciones macroscépicas coinciden con la reduccion en 1la tasa
de crecimliento tumoral, que se sbserve cuande se smcrifica a los
aninales tras 14 dias post-inoculaciédn del extracto (Tabla 5).

Hicroscépicamente el efecto oncolitico se establecio
cono la necrosis no asociede & hemorragia, es dacir, la
destruccién que es provocada por un agente externo independiente
de ln hemorragia producida por efecto del desarrollo tumoral (4).

El estudio histopmtolégico de este grupo mostrd que los
extractos de Clostridiun H-55 de los tiempos 150 y 185 =in
indujeron Necrosis No Asocieds a Hemorragia por 1a aplicecién del
extracto (Tabla 7). Del andlisis de eatas ocaracteristicas puede
decirse que al menos los extractos de 150 y 185 min de germinacion
producen un efecto oncolltico.

De acuerdo a todos 1los parametros que evaluamos, el
extracto de germinacién de O mnin, es decir, cuando todavia no
conenzaba la germinacién,también tiene efecto sobre el tumor,
(Tablas 3, 5 y 7) y eato es debido s que cuando las esporss son
congervadas en congelacién antes de los experimentos de
derninacion, puede encontrarse cierta concentracién de proteilnas

en el nedio antes de que éstun comience como tal. Este es nuestro
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caso  ya que almacenanos las esporas por congelacidn,

Puede observarse un pico inicial en 1a cineética de
liberacidn de proteinas (Figura 5), lo que nos hace pensar que los
productos liberados en este momento, sean los responsables de los
resultados obtenidos,

Anteriormente no se habia determinado si 1los extractos
de germinacion de Bacillus megaterium QHB 1551 presentaban esta
nisna actividad oncolitica, por lo que se hizo la 1inhoculecién de
todos los extractos de germinacién obtenidos a los diferentes
tiempos (0 2 135 nmin). En un pricipic, se probé el efecto
oncolitico ma los B y a 1los 14 dims & fin de conocer las
diferencias que pudieran pressntarse en el nodelo tumoral durante
este lupso. Para los extractos que produjeron cambios en el tumor,
se hizo un segundo experimento para corroborsr su actividad
oncolf tica.

Dentro de 1las caracteristices macroscépicas de los
tumores tratados con los extractos de germinacién de los tiempos
30, 45, 80 y 105 min se observaron cambios notables, sobre todo
con respecto a la consistencia de los tumores, a diferencia de los
otros extractos inoculados correspondientes a los tiempos de
gerninacidn de la zona B (Tabls 4).

En tanto que la Ganencia de Peso por dia, mostrd que los
uninnlgé estaban creciendo normalmente. 5Se puede notar una

reduccion significativa en el crecimiento diario del tumor en los
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aninales que recibisron los extractoa de los tismpos 0, 30, 45, 80
y 120 nin (zonas A& ¥ C).

Bn cuanto al examen histopntoldgico podemos notar que ls
Hecrosis Ho Asocleds n Hemorragis se presentd en un alto
porcentaje para los extractos de derminacién que corresponden &
las zonas A y C de 1la cinética de liberacién de proteinas (Tabla
8, Figura B8).

Todos los parimetros evaluados en oonjunto, mostraron
que los extractos de germinacion de Bacillus pegaterium QHB 1551
si tienen un principio aotivo, ocapdz de producir un efecto
oncolitico que pudo aprecisrse de nanera nds clara, Qque ol
observado para los extractos de germinacitn de Clostridium H-55.
Bs poasible que la concentracién del principio activo fuera muy
peguelin y és8to no nos permiti® observar claramente wun fendmeno
destruotivo, sobre todo como una reducién en sl crecimiento diario
de lom tumores,

Los ensayos quo habrén de acometerse en ol futuro, se
centrardn sin lugar a dudas en 1la conprensién del fendmeno de
oncolisin, asf conmo en la loealizacitdn, purificacién b4

caracterizacién del principio oncolitico.
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El emstudio histopatoldgico de los tumores inducides en
hepsters, demostré que ésfcs tentan todas las ocarascteristicas
tipicas de un fibrosarcoma, presentando ademas necrosis ascoiada s
hemorragia, la cual aumenta paulstinamente con la sedad del tumor. -
Bste modelo tumoral no ea metastésico munque =i invasivo,

Una carascterizacién mads detallada del modelo en base =&
cbservaclones macroacdpicas, Tasa de Crecimiento Tumoral y exemen
histopatolégico noa permitid determinar que es necesario utilizar
los tumorez en las dos primeras semanas después de su aparicidn,
ya que a tiempos maAs prolongados el tamafo del tumor hace difioil
el manajo de los animales, asi comsc 1a evaluacidn de cualquier
efecto externa sobre al tumor, dedbido m que #éste incrementa las
zones ds necrosis y cono consecuencia las de hemarragina.

El tratamiento del tumor con los extractos das
gerninacion de Clostridium ¥~55 no produjo wun efscto oncolitico
clare en eonjunto, aungue ai algunas nanifestaciones de
destruccidn celular pars algunos de los extractom inoculades (150
y 185 amin).

Los tumoras tratadox con los extractos do germinacitn de
Bacillus negateriun @HB 1551 wastraron en cambio, un claro eofecto
oncolitico durante dos otapas bien definidas de 1la germinacién

(A y €, de acuerdo a la cindtica de liberacien de proteines). Esto

54



nos pernite decir que durante la germinacién de
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Blnaguteriun QNB

1551 también se libera un principio o principios con activided

oncolltica.
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