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RESUMEN 

Para evaluar claramente el ren6neno de oncolisia que ne 

produce al utilizar extractos de germinación de Clostridium K-55 Y 

Bacillus m66nteriua QHB 1551, en el nodelo de fibrosarconas en 

haDster que anteriormente habiamos eetendarizado, fue nocesario 

a~alizar los cambios que sufre esta tumoración en relación a su 

tiempo de evolución en ausencia de loa extractos a probar (cambios 

deaonerativos propios de un tumor con una elevada taaa de 

orecim.iento). 

Para ésto, se observaron diariamente las tunaracionee y 

o diferentes tiempos (6, 10, 13, 15, 17 y 21 dlas) se socrificaron 

los animales para extirpar loo tunoree, loa que ee analizaron en 

cuanto a su aspecto macrosc6pico (tamano, consistencia, •reas de 

necrosis) e histopatol6gico (caraoteristicas de las células, ireaa 

de necrosis y hemorragia), encontrando que aproximadamente hasta 

los 15 dtas de evolución del tumor, •ate conserva caracteriutioas 

tipicas de un tibrosarcoma, adem~s de que se observan ~reas 

dispersas de nocroeia asociada a he11orra¡ia en un porcentaje de 

menos del 50 X; pero a partir do los 17 dlas do evolución se 

encuentran fibroblaatoa indiferenciados, aumenta la necroeia 

asociada a hemorra¡ia encontrlndose hasta en un 50 X, aumento en 

el número de mitosis y lo vaocularización del tejido adipoao so 

hace m~s evidente. 



Por tal motivo, para poder apreciar el fenómeno de 

oncolisis debido a productos espeoificos presentes en 

extractos de ¡erminaoi6n que se analizaron, se utilizaron animales 

con fibroearcomas de 7 dias de evolución, los cuales generalmente 

teninn un tamaNo del cnz. 

Cuando esto~ tumores recibieron lon extractoa de 

ierminaoión correspondientes a loe 90 nin para Bacillus ~egaterium 

QHB 1551.y a los 150 y 195 min para Clostrjdjun H-55, encontramos 

que macroscOpicamente disminuye la consistencia 5 dias despU6s de 

haber recibido el extracto, e hintol6Qicamente las Areas de 

necrosis no asociadas a he~orragia se encontraron en un porcentaje 

mayor al 50 X. Las Arena de necrosis no asociadas a hemorragia 

fueron más evidentes cuando se utilizaron los extractos de 

BscjJJus negsterjum QHB 1551. 
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INTROOUCCION 

La Anaton1a Patológica surgió en el siglo XV de una 

preocupación por conocer las causas de las enfermedades. Fue 

desarrollada primeranento por Antonio Benivieni (1440-1502) y dos 

siglos despu6s se consideró una ciencia formal, siendo 9UBtentada 

por Giovanni Battista Horgagni (1882-1771). Al realizar las 

primeras disecciones en cad~veres hu~enos, el anatomista francés 

Xavier Bichat (1771-1802) observó lns copas y estructuras 

macroscópicas apreciando las diferentes texturas y denominandolns 

"tisaua" (12, 21). 

Con el uso de técnicas mAs refinadas y potentes se 

amplió el cnmpo de la Anatomla Patológica y de este nodo fue 

poaible conocer Que las células son unidades funcionales y 

anatómicas de la vida y pueden ouf r ir al te raciones 

nutrioionnlea, funcionales, pasivas o formativaa, llegando incluso 

a alterarse significativamente, d6 tal manera que 

neoplasias (21). 

El t6rnino Histolog!a fue creado en 

especialista en microscopia A.F.J.K. Hayer (9) y•• 

se originen 

1819 por el 

definió como 

el estudio de los diferentes tejidos de un organismo (11). La 

HietoloS1a y la Anatomla Patológica son ciencias que se encuentran 

1ntimamente ligadas, para ésta última el campo de acción es el 

estudio cientifico de la naturaleza de la enfermedad, sus causas, 
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procesos, desarrollo y consecuencias (21). El objetivo de la 

Histopatologia ea el saber cuando un tejido ae encuentra en un 

eetado anormal, por lo que ae hace necesario tomar en cuentn 

varias caracteristicas especificas de cada entidad. 

Los tejidos normales pueden volverse anormeles perdiendo 

las caracteristicas de crecimiento re¡ulado y transrormarse en 

neoplasias debido a factores intrinseooa y extrinsecos del huésped 

(24). Pueden presentarse tanto en plantas como en animales y 

comparten caracteristicae comunes, como es el hecho de que todas 

las neoplasias provienen de células preexistentes y una vez 

desencadenado el proceso, su crecimiento es at1pico, continuo 

irreversible y en la mayor1a de los casos no hay causa aparente 

( 12). 

Las neoplasias ae clasifican en benignas y malignas de 

acuerdo a su estirpe histológica y al comportamiento biológico que 

presenten. Las primeras no son agresivas y generalnente no ponen 

en peligro la vida¡ a diferencia de las malignas que son poco 

diferenciadas, crecen rApido, preeentan muchas figuras mit6ticas, 

producen metAstasis e invndcn tejidos coreanos (4). 

La clasificación de las neoplasias toma en cuenta las 

caracteristicas tanto nacrosc6picas y microscópicas. 

Hacrosc6picamente los organos y tejidos on neoplasias 

benignas y malignas presentan aumento de volumen, cambio de color, 

texturR y consistencia. Hicrosc6picamente, las neoplasias benignas 
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~ostrar1n células con escasos canbioe en relación con las células 

normalea y en el caso de las malignas las c•lulas pueden presentar 

un tana~o nA& grande lo normal, con bordes irreSulares, formas 

bizarras, pleomórficas, con presencia de células giaantes, 

vaouolización citoplasmatica y nuclear, nucle6los prominentes 

pudiendo ser m~s de uno, escotaduras nuclearen, ~rdida de la 

relación núcleo-citoplasma y mitosis anormales (4). 

Lns neoplasias en nuestro pa1s ocupan el 4° luaar dentro 

de las causas más importantes de mortalidad. En adultos, de entre 

las 15 localizaciones anatómicas m.ts frecuentes del cAncer 

destacan: el de mama, el oérvico-uterino, el de tejido linfAtico 

(linfomas), próstata, est6maQo, sistema hematopoyótico (leucemias) 

y pulmón, representando mAs del 50 X del total de caaos 

registrados durante 1987 (1887 casos, registro n~s reciente) (5). 

Bn ninos los tipos mis frecuentes de c~ncer a nivel 

11undial son; leucenias, llnfoma&, retinoblaato11a, neoplasias 

reticuloendoteliales 1 del Sistema Nervioso Central, introcraneal e 

intraospinal, del Sistema Nervioso SimpÁtioo, tumores malignos do 

hueso, renales, hep~ticos, neoplasia& de tejido suave, Qonadalou, 

do c•lulas germinales y trofobl•sticas (20). 

Desde hace aNoe ee han intentado encontrar alternativas 

terapeúticas para el cáncer diferentes a la radioterapia y la 

cirugia, cono pueden eer una aran variedad de sustancias de bajo 

peso molecular y do orill•n microbiano (24). Se observ6 por 
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ejemplo, que algunos microorganismos clostr!dialos 001'10 

Clostridiun histolytioua y Clostridium p6rfring8ns al ser 

inoculados en animales con tumores, produc1an un efecto lltico 

sobro éstos (13, l9). 

En 1064 HBse Y Ht;se, reportaron Que al inocular las 

eeporns de la cepa número 55 de Clostridiun butyricuri en ratonas 

con tumores sólidos de Ehrlich, se producla licuefacción de la 

zona central del tumor por destrucción celular, pero quedaba 

siempre una corona de células cancerosas capacee de originar un 

crecimiento tumoral eecundario. A esto se le conoce como ''Fenómeno 

de H6se" (l7). 

Diez aNos después, Fredette inició su trabajo con la 

misma cepa (6), d~ndole el nombre de Clostridiun oncolyticun. 

Usando ratones con tumores solidos de Ehrlich de 1 z 
cm , encontr6 

reducción en la tasa de crecimiento tumoral e incluso regresión 

total en 3 de 10 animales que hablan sido inoculados con extractos 

de las esporas de algunos de los lotes (7). Sin embargo, en el aNo 

de 1976 murió Fredette y su trabajo Quedó inconcluso. 

Bn ese nismo ano,en el Departamento de Hicrobiologla de 

la E.H.C.B. se inició el Proyecto Bacterioterapia do CAncer, cuyo 

objetivo general es la obtención de metabolitos microbianos que 

pudiernn ser utilizados cono una alternativa m~s en la terapia del 

Los primeros resultados demostraron que la germinación 
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de las esporas de ClostridiuG H-55 sobre cultivos celulares, 

destruye c•lulas de oriaen tumoral sin daNar a lae células 

diploidee normales. Asi miono, germinando las esporae ''in vitro'', 

a diferentes tiempos en un medio sintético, algunos de los 

productos liberados al medio de crecimiento al inicio de lo 

germinación tambi6n provocaron la destrucción de células tumorales 

( 25). 

Al obtener la cinética de liberación de proteínas 

durante la germlnaci6n, se encontraron dos mAxim.os de liberación 

que tambiQn coincidieron con el efecto oncol1tico: 45 y 135-150 

minutos (25) 

Para continuar con el proyecto, se estableció un modelo 

de fibrosarcomas en hamster, donde loa tumores fueron inducidos 

por inoculación subcutAnea de cblulas transformadas {células 

BHKpSV). En este modelo, se demostró que la inoculaoi6n de las 

esporas de ClostridiuD H-55 y de Bacillus negateriuG, produce la 

destrucción de las células de la neoplasia y reduce el crecimiento 

tumoral (3). 

Ahora, deseamos determinar cuál ea el extracto de 

germinación de Clostridiun H-55 y de Bacillus no6&toriun QHB 1551 

que produce efecto oncolitico en este modelo tumoral. Se sabe que 

el proceso de ¡er11inaci6n de ambos nicroorQ:anismos es anAlogo 

(26), 111.de11As de que Bscillus .mezateriu.m ee ha estudiado 

aDPliamente, lo que puede hacer m~s tactible la localización del 
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producto responsable de la deatruoci6n celular. 

Para ·evaluar el efecto oncolltico fue necesario realizar 

un detallado estudio hiatol6~ico del desarrollo del tumor, en 

ausencia de los extractos de germinación de ambos microorganismos 

y en base a Oato ob9ervar los cambios que se producen después do 

la inoculaci6n de loa extractos. 
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OBJETIVOS 

A) CARACTERIZAR HlsTOPATOLOOICAMENTE UN MooELO 

TUMORAL OE F'IBROSARCOMAS EN HAMSTERS. 

ONCOLl•IS 

e) EVALUAR EL EFECTO ONcouTICO DE LOS EXTRACTOS DE 

GERMINACION DE Ci.OSTRIOIUM M-55 V ~ ME<JATER!IJM QMB 1!551 

SOBRE EL MODELO TUMORAL. 

e 



o MATERIAL Y METODOS 

MATERIAL. 

Bopctiyos 

Aceito do inneroi6n (Loitz) 

Acido p1orico (Horck) 

Alcohol abooluto (Si¡na) 

Cloroforno (J. T. Baker) 

Boeina (Sigma) 

Etanol (Herck) 

Fornaldehldo (J. T. Baker) 

Gelatina (DIFCO) 

Hematoxilina de Harri• (Herck) 

Pnrafin• con punto de fusión de 56.5 ~ 0.5 ºc. 
(Fieher Sciontifio Conpany). 

Resina sintética (Harleco) 

Xilol (J. T Bakor) 

10 
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- Hedio para Germinación de las esporas: 

Hedio B 50 X (28): 

HgSO, . 7H
0
0 .............. 10 S 

Ao. C1trioo H,o ........... 100 s 

K,HPO • . H,O . . . . . . . . . . . . . 500 g 

NaNH,HPO, . H.o .......... 175 11 

Volumen final un litro pH 7 

ANadir 1 ml de cloroformo 00110 preservativo 

Al momento de usarse se debe dilu1r 1/50. 

METOOOS. 

EKlract.os de Germinación. 

ONCOLISlS 

Fueron obtenidos en el Laboratorio de Virologia de la 

E.N.C.B. del I.P.N. por los pasantes do Q.B.P. Homero Flores 

Stnohez y J. Antonio Raya Horeno. 

Se utilizó la misma metodologia para obtener los 

extractos de germinación de Clostr1dium H-55 y 

"~~•t~rium QHB 1551: 

de BacjJ lus 

Se ee11braron 107 esporas por 111, en 10 11 l de medio E 

adicionado de ~lucosa al 1.5 X . Las esporas se activaron por 

calor (ebullición por 3 11inutos para Clostridiun H-55 y 67°C, 17 

minutos para Bacillus negaterjum QHB 1551) y se incubaron a 37°C. 
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La germinación so paró cndn 15 minutos, retirando el tubo 

respectivo y poniéndolo en hielo. Los extractos so centrifugaron 

para separar las esporas y se filtraron a través de una membrana 

Hillipore do 0.2 µm, Con ol sedimento do cada uno do los 

extractos centrifugados, se hizo un frotis y se tiN6 por la 

técnico. de GrD.m para comprobar la ¡er11inaci6n. Los sobrenadan tes 

Be cancelaron hasta BU USO para pruebas de oncolisis ''in vivo'', 

previa determinación de la ooncentraoi6n de protelnas por el 

nétodo de Lo~ry (14). 

EvalUAci6n del Hodolo de FibrosarcoJaBs. 

1.- Lotes de hametere sirios de 7 dias de edad, se 

inocularon con 10
7 células transformadas (BHK/pSV) por via 

subcutAnea, en la región dorsal, 

2.- Los animales se midieron ·y observaron diariamente 

hasta y despu•s de la aparición de los tumores. 

3. - Los an !males se sacrificaron en ca.mara le ta 1, a 

diferentes tiempos post-aparición de los tumores: B, 10, 13. 15, 

17, y 21 d1as. 

4.- Los tumores y loa 6rcanoa ausceptibles de presentar 

met~stasia cono son: rinonea, pulmones. hi¡ado, corazón, bazo y 

timo, so fijaron en formaldehldo al 10 X para coa¡ular los 

componentes y aumentar su afinidad por loa colorantes. 

13 
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8) G4nAntla. da ~ 12.Q.C. O.la. da.l An.imAl l1. 1'.a.sa. do. Crecimiento 

1.- Los animales se pesaron diarianente despu6s de la 

aparición do los tumoreo. La Qanancia de peso por dla (0.P./dla) 

del animal. se obtuvo con la siguiente fórmula: 

G.P./ DIA • 

PF = Peso final del ani•al del dla en que se termina el 

experimento. 

P1 = Peso inicial del animal del dla en que se inicia el 

experimento. 

DE = Olas que duro el experimento. 

2.-Loa ·tumores se midieron diariamente en aue dos 

dimenaiones (largo y ancho) con la ayuda de un vernier. La tasa de 

crecimiento tumoral (T.C.T.) se obtuvo con la fórmula: 

T.C.T. 

Hedida final del Tumor en • cm , del dla en que so sacrificó el 

animal. 

Hedida in io ia l 

experimento. 

• en cm • del dla en que s~ 

08= Olas que duro el experimento. 

14 
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C) E.a.t.ud.ill. Hlstopato!óiJ.J::.a... 

1.- Porciones del tunar y de los órganos fijados, se 

deshidrataron para sustituir toda el a¡ua del tejido por alcohol y 

poderlos incluir en parafina. Se hizo de la siguiente manera: -

Deshidratación en alcohol al 70 X, de 30 a 45 minutos en 10 veces 

el volumen del tejido. 

- La deshidratación continuó cambiando a alcohol al BO X, de 

30 a 45 minutos. 

- Deshidratación con alcohol al 96 X, de 30 a 45 minutos 

haciendo dos cambios. 

- Posteriormente se deshidrató con alcohol absoluto de 30 a 

45 minutos. 

- Finalmente en cloroforno durante 45 minutos cono Oltimo 

paso en la deshidratación. 

- Loa bloquea se formaron por vaciado en parafina con un 

punto de fusión de 56.5 ! 0.5°C, dej~ndose solidificar durante 12 

a 16 horas. 

2.- Loa bloquea una vez eolidificadoa se cortaron en 

nicrotono, obteniendo cortes de 5 µn. 

3.- Loe cortes se colocaron en un baNo de flotación con 

gelatina, que ayuda al corte a adherirse al portaobjetoa. 

4.-Una vez secos, los cortes ae colocaron en la estufa 

de soºc para empezar su desparafinización, que duró 20 minutos. La 

15 
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desparafinlzaolón o hidratación de los cortes continuó de la 

siguiente manera: 

- 2 cambios de 10 minutos cada uno en xilol, (el uso de 

agentes aolarantes es para sustituir el alcohol y transparentar el 

tejido). 

- hidratación en alcohol absoluto, 2 minutos. 

- hidratación en alcohol al 86 X, minutos. 

- hidratación en alcohol al 70 X, 2 nlnutos. 

- hidratación en agua. 

5.- Los cortes se tineron usando la tinción de 

Hematoxillna-Eoslna: 

- tinción con Hematoxilina de Harria durante 10 minutos. 

- diferenciación con agua oorriente hasta obtener un color 

lllAceo. 

- tinci6n con Hosina. 

B.- Los cortes se deshidrataron (se extrae el agua del 

corte pasándolo por soluciones de alcohol de concentración 

creciente en la forma ya descrita), llefando hasta xilol. 

7.- Hontaje en resina. 

a.- Observación al nlcroscoplo (11, 15). 
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Evaluación de la Actividad Oncolillca de 

Clostridiun H-55 y Bacillus negateriun QMD 1551. 

A ) l.nduJu:.16n. '.iJllw.ul._ 

1.- Se hizo de la forma descrita con anterioridad. 

8) Inoc111nc16ti rn Extractos do.. Gor1dnact6n...... 

Los animales ee dividieron en grupos experimentales (de 

animales ceda uno); cada grupo fue inoculado intratumoralmente 

con alguno de los diferentes extractos de germinaoi6n de 

Clostridiun K-55, o de Bacillus nesateriun QKB 1551. Los ¡rupos 

Testigo no fueron inoculados. 

C) Dotermiooci6n. dJl. lA A.ciJ.tldAd. Qru:.o.ll ~ 

Oespué~ de la inoculación de los diferentes extractos se 

determinó: la Ganancia do Peso por Ola del Animal y la Tasa de 

Crecimiento Tumoral. También ee realizó el estudio hietopatol6¡ico 

de la manera descrita pnra los animales que no recibieron 

tratamiento. 

17 
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RESl.l..TADOS 

Ev•lu..ción del Modelo de Fibrosarco1Ws 

A) l.w11l.c:D.i.611 T.untu:AL.. 

Los tumores aparecieron en un promedio de 28 di as 

po•t-inoculaci6n do las c•lulae tranefornad•e (c6lulas BHKpSV). Se 

localizaron aubcut•neaaente en el ~rea de la región dorsal de los 

animales, en el sitio de inccul•ción. 

Rn ambos sexos se observó una tasa de inducción tuaoral 

del 100 %. apareciéndo éstos en forma nodular o binodular. Una vez 

palpables se desarrollaren r4pidanento (Figura 1). 

Los tumores se desarrollaron como masas sólidas, 

redondas, sin mostrar zonas de menor consistencia. Excepto por la 

presencia del tumor, los animales crecieron normalmente. Al 

realizar la necropsia de loe animales, se pudo ver Que los tumores 

se presentaron como masas sólidas de color blanquecino (Fiaura 2). 

Se observó también que todos los órganos examinados no mostraron 

alteraciones macroscópicas. 

B ) llAluuu:iA. do. fAB.Q. IULt. d.1 a dA1 An.iJltl lL !AaJi. el.a e ro e Is! l "" t o 

I.wla..cAL. 

El objetivo de estas mediciones fue determinar las 

caracter1sticas del desarrollo de loa animales y de loa tumores 

16 
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inducidos, ya que previamente se ha demostrado que loa animales 

con tumoraciones, presentan un desarrollo corporal y ganancia de 

peso sinilar al que ae observa en animales en los que no se 

inducen tumores (1). 

En la Tabla 1 ee reeunen los promedios de ganancia de 

peso por dla de los animales y las tasas de crecimiento tumoral, 

mostrando el desarrollo de loe tumores a loa diferentes tiempos en 

QUO fueron aaorificados loa animales. Como se puede observar, 

hasta los 15 dlas post-aparición del tumor, éstos crecen 

pr•cticanente con la misma tasa y los ani~ales estAn ganando peso 

de igual forna que los animalee sin tumor (1). Despu•s de los 15 

dias los tumores reducen notablemente su tasa de crecimiento, pero 

en este momento han alcanzado un gran tamnM'o, lo que los hu.ce 

diflciles de manejar y de evaluar. 

TABLA 1 

GANANCIA DB PESO POR DIA Y TASA DB CRBCIHIENTO TUHORAL* 

TIEMPO PO•T-APA•ICIOH 

DEL TUMO a. cdi Q.11., 

• - 10 

H - IS 

17 - u 

•ESTOS VALORES 

a. r.,, DIA 

Cg/di.Gl 

1.ao ± a.H 
0,04 :!: o.oz 
o.r.:11 ± o.z7 

co••KSPONDEN AL 

T. C. T, 

(cmz/d.1 a) 

0.4Z i o.za 
O, ap ± O. 04 

o.u:!: o.oz 

DE 
LA• orr.:•NINACIOHES ID'ECTUADA• A oaUPO• DE • AHIMALE• KN CADA UNO 

DE LO• CAS08, 
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Figura 1: Animal de 5 semanas de edad con un tumor de 6 

d1as de desarrollo. 
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Figura 2 : Observación nacroscópica de un fibrosarcoma 

de 8 dlas de evolución. 
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C) B..at.w1ío. Hietppatp!6~ 

El examen hintopatol6gico mostró cono oaraoteristicas 

generales de eetos tunores: ~lulas fibrobl~etioas diopuestos en 

haces entrelazados, •reas densas de células anaplasicas, con 

núcleos pleomórficos, exo•ntricos, hipercromaticos, con cronatina 

fina y difusa, con uno o dos nucle6los, escaso citoplasma y bordes 

celulares irregulares; ademá.s de la proeencia de celulas giganteo 

de origen fibroblAstico, JlUltinucleadas, bizarras, con nücleo 

hipercromAtico. Las mitosis fueron frecuentes y generalmente 

atipicas (distribución anormal de cronAtidas). 

La histopatologia reveló el carActer invasivo de la 

neoplasia. representado por infiltración de los haces 

fibroblAsticos tumorales hacia el músculo estriado y en ocasiones 

hacia el tejido adiposo. Podemos referirnos a ella como una 

neoplasia de tipo ~aligno por eus caracteristicas, compacta por la 

unión estrecha de los haces entrelazados de células fibroblásticas 

(figura 3) y agresiva por su infiltración hacia los tejidos 

circundantes y su rApido creci~iento. 

El estudio hietopatológico de los tumorea a los 

diferentes tiempos en que se sacrificaron los animales, revelo que 

los tumores hasta los 15 dias post-aparición conservan sus 

caracteristicas tlpicas: fibroblastoe bien diferenciados Y hasta 

un 50 X de •reas de necrosis, siempre asociadas a hemorragia 

(Figura 4). 
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Figura 4: Imagen histológica del corte de un fibrooarcona 

tlpico de 7 dtas de evolución, tenido con Hematoxilina-Eosina 

(50X), donde se muestra un foco incipiente de necroaia asociada a 

hemorrag in. 
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A partir do los 17 d1ae post-aparición so pierden 6etae 

oaracteriatioas, enoontr•ndose tibroblastoa no diterenoiadoa y un 

porcentaje de necrosis aeociada a hemorra~ia mayor del 50 X, 

adem6s do que ol tejido adiposo so vuelve m•s vacuolado (Tabla 

2). La invasividad de la neoplasia as! 00110 su agresividad, 

aumentan en los tumores, despu•s de 15 dias post-aparición, 

Para determinar la presencia o ausencia de metAstasis se 

realizó ol estudio histopatológico do todos los órgnnos 

extirpados, haciendo cortes en diforentes An¡ulos. No se observó 

11et•stasis en ninguno de los cortes; pero si se encontró 

invasividad hacia los tejidos musculares cercanos al sitio de 

deearollo del tumor. 

De acuerdo con todos eatoa resultados, decidi11oe 

utili%ar para el desarrollo de la segunda etapa de oste trabajo, 

a6lamente tumoraciones que tuvieran menos de dos semanas de 

Jparición. 
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TABLA 2 

CARACTERISTICAS IUSTOPATOLOGICAS DE TUMORES H0 TRATADOS • 

Tll:WPO rosT-APAlllCION 

Dl:L TUWOJl IDIASJ 

• - so 

18 .. ,, 

t7 .. ai. 

CAJllACTl:lllSTICAS 

HISTOPATOL.OOJCAll 

r1a11:0•1..A•TO• atlCN DIFl:•EHCJADOll • 

NICCROSJS l,..CIP111CNTE, ASOCIADA A 

L.A Hl:MOaJllAOJA. DICBIDA AL CJlll:CINllCHTO 

DICL. TUNO•• APaOXlNADAM'l:NTI: l:H UN 

ªº "· 
NICHOS DI: :5 MITOSIS roa CAMPO EN 

ª' x. 
TIC.llDO ADIPOSO NOlllMAL. 

Ft•aolL.A.STOS •11:H DIFl:•ENCIADOS. 

Nl:ClllOSlS ASOCIADA A HENOaJllAOIA l:N 

UH 'º H APll:OXIWADANl:NTE V l:N FOaNA 

DlSP1ta11A, 

NAS DI: , MITOSIS POlll CAMPO l:N n )( 
YACUOL.IZACIOH Dltl.. TEJIDO ADIPOSO. 

PERDIDA DI: 1..A al:l..ACION 

oa.aw1•-u1ouw1s. 

n•ao•LA&TOS INDlr1t•1tNClADOlll CON 

CITOPLASMA VA.CUOLADO, 

Nl:Caos111 ASOCIADA A HCNOaJllAOlA l:N 

UNA MAYOa PaOPORCIOH DEL TOTAL DJEL 

TUNoa: .,.. DSL '° "· 
NA• DIC IS NITO•I• roa CAMPO IEN " X 
oaAH CANTIDAD DIC TEJIDO ADIPOSO 

MUY YACVOLlllADO. 

L.A• oa•s•YACIONI:• coaaE•PONDl:H A • ANIMALES l:Jtf CADA CA•o. 

28 



ONCOl.11118 

Ev~luac16n do la Actividad Oncoli~ic• d• 

ClostrJdium K-55 y Bacillus me8atorJum QKB 1551 

Los tumores 1nduc1doo por 1noculaoi6n de célula• 

transfornadas, fueron utilizados para determinar el efecto 

oncolitico producido por la acoi6n do los extractos de 

ger11.inaoiOn, tanto de Clostridjum H-55 como de Baaillus megat~riun 

QHB 1551. Los tumores se inocularon cuando alcanzaron un tamano de 

1 enª, previa determinación del crecimiento tumoral efectivo y de 

acuerdo a la evaluación del 11.odelo de 

observaciones se realizaron durante los 

post-aparición del tumor. 

fibrosarcomas¡ lao 

primeros 15 di as 

B) B..fm:.t.a. d.a. lA. InomilnciOn. c.c.n. Extractos d4 Ger11inngi6n..... 

Consideramos la oncolisis como un cambio dr~etico en las 

caracter1sticas macroscópicas y 11.icroscóp icas del 

ocasionado por destrucción celular. 

Haorosoópicamente, la onoolisis como resultado de la 

1noaulaci6n de los extracto• de sern1naa16n, rue determinada por 

el reblandecimiento del tumor, que ae percibe por palpaciOn, asl 

como por la presencia o no de necrosis y hemorrafia, al momento de 

extraer el tumor y hacer su dieecciOn. 

De acuerdo a la determinación de la concentración de 
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proteinae de los diferentes extractos de ¡erninaoión, se pudo 

observar lo siguiente: 

a) Para Clostridiua H-55 la cin•tioa de liberación do 

proteinas nuestra varios picos de nAxina concentración. De acuerdo 

• lo observado anteriormente por nuestro arupo de trabajo (25), 

loo extractos inoculadoa fueron únicamente loa que presentaron las 

nAxinas concentraciones de prote1nas. Bn la Figura 5 se muestra la 

oin•tioa del lote de extractos obtenidos y probados, asi cono 

también el número que se le asigno a cada pico de prote1nas. 

b) Para los extractos de germinación de Bacillus 

mBgsteriun QHB 1551 hay 3 momentos en la germinación, de m~xima 

liberación de protetnas, lo que nos permitió definir tres zonas 

diferentes: A. B y C cono se observa en la Figura 6. En adelante 

nos referiremos a estos tres periodos con lns letras A (0-45 nin), 

B (45-90 min) y e (90-135 nin). 
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Clostrírlinrn M -5 5 lote 15 - O 1 

o 1 s 30 45 eo -,5 90 100 12:1 1~ 1er.> 1ffi 100 195 :210 z::::, J41) 

T~mFo:J (mir.) 

fiQura 5: Cin•tioa do liboraoion do proto1naa 

durante la Qorninación do Clostridium K-55. 
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Bctdlhts niegí.lt.;ríuni fofo 29-06-88 

! 
e-:• ' 1 

1 

I 45 

40 f,.... / 
.E 

/ \ / o 

;>) 

V 
"" 1\ 
:;o 

15 ----,.~~.-~--,--~-...,c---~--r~-T~~~~-.~---1 

o 1t.J ;}1) '"" 90 

Fisura 6: Cinotioa do liberación de prote!nas durante la 

Serminaci6n de B•cillus aelateriua QHB 1551. 
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Bn la Tablo 90 muestran las caracter1 sticas 

macroncOpicas de los tumores que fueron tratndoe con los 

diferentes extractoa de germinación de Clostrid1um H-55, a los 7 

y 14 dias post-inoculaci6n del extracto; en donde puede observarne 

que los signos de hemorragia y necroeis no eon privativos de los 

tumores tratados. No hay una diferencia si~nificativa entre los 

tumores tratados y los de 109 Testigos, sólo el extracto de 

germinación del tienpo O min, provoca destrucción celular notable 

con respecto a los Testigos, En todos los tumores ae presenta 

reblandecimiento al séptimo dia, excepto lon tratados con los 

extractos de 75 y 150 min de germinación. 
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TABLA 3 

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LOS TUMORES TRATADOS CON LOS 
EXTRACTOS DE GERMINACION DE Clostridiu~ M-55. 

PJOO l:KTaACTO 

INOCUl.AD0
1 

u 

111 

IV 

y 

TUTIOO 

o m\n 

{ "" mln 

.,,, mln 

'º" 

{ 
110 mln ... mln 

'"º m~n 

.... mln ... mln 

A • Allt.ANDANIENTO 

H • NICCRDSla 

H • HEMOa•AOIA 

Y • VASCULA•IZACIOH 

.. 
ND 

ND 

HD 

ND 

CARAOTl:RJaTJCAll 

MAcaosCOPJCAlll 

N H 

•• .. 

"º ND 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

PRl:SICHTI: • + 

AUalCHTI: 

HD • NO et: DltTIC•MINO, 

... 
ND 

++ ND 

ND 

ND 

LOS ltXTJlACTOS INOCULADOS INTRATUMO•ALMl:NTll'. 

coaaESPONDl:N A LOS DIP'l:Jll:NTl:S' TIEMPOS ICN QUIC DETUVO LA 

OJC•MIHACION. 

LAS OBSl:aYACIOHIES PEaTl!NIECl:N A o•UPOS DE ' ANIMALES EN 

PllONICDIO. roa CADA UNO DIC l.OS Dtr'ICJllE'NTr::S EXT•ACTOS DE OEIUUHACION 

IHOCULA.D08. LOll TICSTIOOS NO P'UEllON INOCULADOS, 

DI.AS POST•INOCULACIOH A LOS QUE rua:•oH 
SACRIP'ICADOS LOS AHINALICS, 
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Del mismo modo se trabajó con animales inoculados con 

extractos de aerminaoion de Bacillus negateriun QKB 1551. Los 

animales fueron sacrificados a los 6 y 14 d1as post-inoculación do 

los extractos de aerminación. Cada arupo de 4 animales recibió un 

extracto diferente. Los cambios detectados macrosc6picamente, so 

muestran en la Tabla 4 y en la Figura 7. 

Se pµede apreciar que loa Testi¡os no presentan necrosin 

ni hemorragia y el tumor se desarrolla sin ninguna alteración, n 

diferencia de los tumores tratados con los extractan de 

germinación correspondientes a los tiempos 30, 45 90 y 105 nin. So 

pudo observar que tras la inoculao16n de estos extractos, todos 

los par.t.metros que evaluamos 11aorosc6picamente, en conjunto 

muestran que hay destrucción del tejido tumoral. Aunque pura el 

extracto de los 90 nin de Qerminación no hay necrosis ni 

hemorraaia a los 8 d1as, la necrosis tan abundante que se presenta 

a loa 14 d1aa junto con el reblandecimiento del tunar, nos permito 

considerar un efecto oncol1tico poaitivo. 
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TABLA 4 

CARACTERISTICAS HACROSCOPICAS DE LOS TUMORES TRATADOS CON LOS 
EXTRACTOS DE GERMINACION DE Bacillus mog.toriun QHB 1551. 

ZONA 

. ¡ 
ICKTlll40TO 

INOCULAD0
1 

Tl:STJOO 

O m\.n 

80 mi.n 

. { 00 

7'!1 mLn 

o ¡ 00 mLn 

105 m~n 

IZO 

'" 
A•&..ANDANJl:NTO 

N • Nl:ClllOSIS 

H • HICMOlllaAOJA 

V • VASCUL.AlllJZACION 

CAJtAOTIC•l•TICA• WAcao11conc4s 

.. N .. 

P•t:sltNTE 

AUSENTE 

H .. y ... 

1 l:XTlllACTOS DI: Ol:lllNINACJON INOCULADOS JNTlllATUMOlllALNENTI: 

COlllllllCSPONDJl:NTl:S DJP'EllllCNTl:a TJICWPOS Dl:l. PJtOCl:SO 

01::aw1NACION. 

LAS O•SIClllVACIONES SON l:L PlllONl:DIO DE LAS iJl:TEIUUHAClONl:S 

HECHAS A o•uros DE 4 ANJMALICS POlll CADA EKTlllACTO INOCULADO. l:XCEPTO 

l.Al!il 081511ClllVACIONIUl AL OCTAVO DlA PAltA LOS EKTltACTOS 09TENJDOS A 

JO. 4,, pO y 105 NIN QUIC SE HJCIUlON POlll DUPLICADO ANtMALl:S l:H 

TOTALL 

• DATOS QUE coa•ESPOHDEH 

SACatP'ICADOS LOS AHIMALICS. 
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Fi11ura 7: Fotograf1 a de 

post-inoculación con el extracto de 

B.11o¡fateriu11 QHB 1551. 
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e ) Gan.aru:.iA d.il. E..w:u2 = di .. cloJ.. Anillli ll IA= d.il. e rec j m ion to 

Iu.m.iwll.... 

Estos par~metros se tomaron en 

nun6rica11ente el estado general de los 

oncolltica de los extractos de 

cuenta pera 

animales y la 

~er11inaci6n 

deterninar 

ectividad 

de ambos 

11ioroorgnnis11os al ~fecter el crecimiento diario del tumor. 

En la Tabla 5 se muestran la Ganancia de Peso por dla 

(G, P./dia) del nnlmel y la Tesa de Crecimiento Tumoral (T.C.T.) 

de loa animales, con tumores inoculados con los extractos de 

germinación de Clostridium H-55, donde puede observarse que loe 

extractos de los tiempos O, 150, 195 y 225 nin de germinación al 

ser inoculados, provocan una reducción mayor del 10 X al séptimo 

die post-inoculación en la T.C.T. con respecto a los Testigos no 

inoculados. 
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TABLA 5 

EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE GERMI HACI OH DE ClostrldiuJO M-~ 
SOBRE LA GANANCIA DE PESO ,. DIA y LA TASA DE CRECI HI EHTO TUMORAL. 

ICH.TRACTO 

' 
a. P. /OIA 

ccm~~~:; 
. aEDUCCJON 

INOCULADO ciovd.icu .. T. C.T. 

T••Ugoe 7 d.!ao '·•a :!: ... º' O, BP :!: o, :ro .. d.!ao 1,!10 :!: o.'º ± o.º' 

a m<n . d.!ao '· 7Z ± o. 4d o .• , :!: o. zz 

{ 
00 rn\.n . d.!ao '· 72 :!: o. 43 o. 42 :!: º·º" .. d.!ao 1 ••• ± o .• 0.17 ± o. 04 •P .. 7 d.!ao t.'='" :!: o. 31 o. 42 :!: 0.1~ o .. d.!ao .. "" ± o .... ,0.4d ± o, tP 

11 -1o:s • d.!ao 1. 71 :!: o. 30 0,!10 ± O, 21 

{'~ 
. d.!ao '·"' ± 0.41 ± 0.10 o 

"' ... . d.!ao 1. 7d ± o .•• o.,. ± o. z• 

••o 7 d.!ao •• 00 :!: o. is o. 31 :!: O.OP ZI 

11 d.!ao •. oo :!: 0.14 o. a!I ± o. O!I . ., 
IY - .. ,, 111Ln 7 d.!ao .... :!: o.u O, ZI ± o.º" .. .. d.!ao !I, 4Z :!: o. 7P o ••• ± O. IZ 

y - ZZ!I • diao .... ± 0.1!1 o. Z8 ± o. 04 •• .. d.!~ :t o. Z4 o .... :t o.º" 

t LOS lt>CTlllACTOll INOCULADOS JNTJtATUWOlllALMl:NTlt 

COlllllllCSrONDICH A LOS DIP'Ellll:NTICS TJl:MPOS l:N QUI: FUlt DltTICt-1100 ICL 

PaOCIC80 DIC Ol:lllMINACIDN. 

LOS DATOS COlllllll:SPONDltN A UN PJtOWl:DIO Dlt ANlWALll'.S POJl 

CADA OlllUrO; z AHJNALICS 1111: ••c•UP'IC.UtON LOS 7 DIAS 

POST-INOCULACION CON LOS ICKTlllACTOS Y LOS OTlllOS Z A LOS 

DIAS POST-JNOCUL4CIOH. 
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TABLA 6 
EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE GERMIHACIOH DE Baclllus llUtl(•t•riuJa 

QICB 1 !Set SOS RE LA <MHAHCI A DE PESO -' DI A 'i LA 
TASA DE CRECIMIENTO TUMORAL. 

llOHA ICJrCTaACTO O. P. ,...DIA NR~UOCION 

IN'OQUL4DO 
. 

ll¡Vd!Cll 
T.c¡,. T. 
Ccm /d.1 G> DE T.C.Y. 

TltSTIOO • di ... 1, <IP ± O.H o. 44 :!: o.u 
11 di ... z. •o ± o.u o.u ± o.'º 

o mln . di ... o. •4 ± •• 01 O. IZ :t o. to 71 .. di ... z. z• :!: o.H o, za :!: 0.04 OP 

,, mln . di ... a. PO :!: o .•• o. :14 :!: O, ZP o .. di- ..... :!: O.OP o, z• :!: 0.07 .. .. 
mln . di- '· ... ± o. •7 o. •7 :t o.o. ... .. di ... l. DP :t o .•• 0.1& ± º·" .. .. mln • di ... º·"" ± Q, 4P O, Id ± o ..... ... 

•• di ... z. OP ± o. u:s 0.11 ± O,OP •• 

{: 
-n . di ... ..... ± o. oa o. 4:1 ± o. az o 

•• di ... '· ez :!: o. a• O. Zd ± o.op .. . di ... Z,H ± o.oo o. tta ± o .•• o .. di- '· .... ± '·•o o. Z1 ± o.oo •• 
PO mln • di ... o. 00 ± Q, •P o.az ± o,op 70 

•• di- z. OP ± o.oo o.u :!: º·ºº 71 

'º' mln . di- '· .. ± o.u º·'° ± O. ZD o .. di- z. td ± o. z• o.n :!: 
e 

110 mln • di- a. 07 ± '· 47 o. za ± o.oz 'º •• di- a. z• :!: o.,... o . ., ± O.OP • 
'" mln • di ... z .... :!: o. oe o. z• :!: o. id •• .. di- z. i'l:I :!: o.o? O, IZ ± o. 01 •• 

LOS ICJ(TRACTO• INOCUL4DOll INTaATUNO•ALNICNTE 

COlllll:SPONDl:N A LOS DIP'ltllltNTICS TIEMPOS l:M QUE FUI: DETICNIDA LA 

Ol:RNINACIOH DEI.o NICllOOROANJ9MO. 

LAS Oa•1taVACIOHl:S SON EL PMOWltDIO 

HECHAS A • ANIMALES roa CADA oauro. ltXCICPTO 

LOS TIEMPO• 90, 4:1, PO Y t.O'l:I WlN' DONDE 

HICll:llOM roa DUPLICADO ,. ANIMALES EN TOTALI. 
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0) l!.rúJu1.l.a H!etppotpl611.il:.o-. 

So roaliz6 ol estudio histopatol6Sico 

tratados con los extractos de germinación tanto 

H-55 como do Bacillus neaateriun QHB 1551 con 

doterminBr el Srado do doetrucci6n celular 

tratamiento. 

OHCOLISIS 

de los tumores 

de Clo:.tridiull 

la finalidad do 

causada por el 

Hiorosc6picamente el erecto onoolitico pudo apreciarse 

como Eonas de necrosis no asociadas a henorraQia, circundada& por 

una maaa condensada de células con citoplasma y nócleos picn6ticos 

en la periferia adem•s de fantanman celulares. 

La evaluación del fenómeno oncolitioo se determinó 

tomando como un 100 X toda la neoroeia dentro del Area total del 

corte del tumor observado al nicroaccpio y estableciendo una 

relación porcentual, para saber cuanta de esa necrosis no eat~ 

asociada a homorrasia (Necrosis No Asociada a Komorra¡ia), sino al 

tratamiento con los extractos de aerninaoión, reflejando este 

par•11etro la destrucción celular por el efecto oncolitico con 

respecto al total del tumor. 

Algunos de loa tumores tratados con Clo:.tridiulJ H-55 

mostraron necrosis no asociada a hemorragia, estos resultados se 

prooentan en la Tabla 7, en donde se observa que loa extractos que 

producen mayor necrosis no asociada a hemorra~ia, aon lon 

correspondientes a los 60, 150 y 195 min de 8erminaci6n de las 
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esporas, tanto a los 7 cono a los 14 dias. 

Por otro lado, el extracto de ¡erninaci6n de O nin 

tanbi•n mostró efecto oobre el tumor (Tablas 3, 5 y 7), 
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TABLA 7 

CARACTERISTIC~S l<ICRO&:OPICAS DE LOS TUMORES TRATADOS 
CON LOS EXTRACTOS DE GERKINACION DE Clostridiulll H-55. 

PlCO ICXTAACTO INOCULADO l IMAOl:H HISTOPATOLOOICA 

M Nl:CROSlllJ l'fO ASOCIADA 

A Hl:WOaaAOlA 

... 
T&STIOO NICC, PUNTUAL Nl:C, PUNTUAL 

o mLn 'º ND 

{ oo '"'-n 

~ rn\n 

IO 'ºº 
Nl:C, PUNTUAL ªº 

ll 'º" min .. ND 

{ 
uo 

111 ""' min 

'"° min 

•• ND 

'º ND 

00 "º 
IV "'" rnln 10 "º 
V l:l!I m<n " 

&..Oa IE'XT"ACTOa INOCULADOS IN'TAATUWO•ALMl:Na:T 

coaalUIPOHDICH A L.OS Dlrl:Al:NTIUI TllCWPOW EH QUIC FUE DETENIDA LA 

OICANIHACIOH. 

• DIA• •o•T-INOCUL.ACION A L.O• QUIC FUl:AON •Aca1r1CADOll 

LOW ANINAl..Ea, 

1..0S DATOS SOH ltl.. PAOMl:DIO DIC AHINALICS roa CADA 

CXTaACTO INOCULADO, 

ND • NO WC DICTICAMIHO, 
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Bl estudio histopatológico do los tunoroo tratados oon 

los extractos de germinación de BaoiJJus meaat~rium QHB 1551 

mostró que a excepción del ¡rupo Teati~o y de los tumores tratados 

con los extractos de la zona B, en todos loa caeos se indujo 

al¡una proporción de necrosis no asociada a hemorragia. Se puede 

seNalar, que los extractos de la zona A y de la zona C de la 

cinética de germinación, tienen mayor afecto sobre los tumores ya 

qUe se presentó mayor cantidad de necrosis y 6sta, no estaba 

asociada a hemorragia. 

Estos resultados pueden observarse en la Tabla 8 y en la 

Fi11ura 8. 
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TABLA B 

CARACTERISTICAS KICROSCOPICAS DE LOS TUMORES TRATADOS 
CON LOS EXTRACTOS DE GERHINACION DE Baclllus megaterium QHB 1551 

ZONA EXTRACTO INOCULADO t 

TltSTlOO 

.. [ 
O ml.n 

t:s m\.n 

llO mln 

'" mi.n 

{ 
mi.n 

7:1 ml.n 
• 

¡ 00 mi.n 

'º" mln 

IZO mln 

"" mln 

LOS JCXTaACTOS 

INAOEN HUllTOPATOLOOICA 

N DI: NIECJl.OSIS NO ASOCIADA 

A Hl:MOJl.11.AOIA • .. . 
o o 

'º 70 

•o 70 

•o "º 

"° PO 

o "° 
o 'º 

"" "" 
10 'º 
dO 70 

"º 00 

INOCULADOS INTaATUMORALWll:NTE 

coa11.E11PONDl:N • LOS TllEWpO• ICN QUI: rur. DCTENIDA LA OIEaNINACIOH. 

• DIAS PO•T-INOCULACION IEN QUIC ru1:aON SAca1r1cAOOS LOS 

AHIWALll:•, 

LAS NIEDICJONIES SON IC.t.. r•oNIEDJO DIE t..AS DICTIE•NINACIOHU 

HltClCA.• A • ANIMALES roa CADA ICXTJl.ACTO INOCULADO, EXCEPTO LAS 

O•Sl:Jl.VACIONl:lll IU!:ALIZADAS AL OCTAVO DIA PAJI.A LOS ll:XTJl.ACTOS DE 

Ol:aldtNACIOH DI: LOS TIEMPOS .a, 4:1, PO y 105 WIH QUE S& HICll:ltON 

POa DUPUCADO CA ANIMALES EN TOTALI, 
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~illUra 8: Inaaen Histolótlica del corte de un tumor tratado 

con el extracto de aerminaciOn del tiempo 90 min de B.nogatoriun 

QHB 1551 te"ido con Hematoxilina-Booina (50X). 

45 



OHCOLlSlS 

O!SCUS!ON 

Bn la primera parte de este trabajo, se realizo la 

oaraotorizaoi6n hiatol611ica detallada de un modelo animal do 

inducción de fibrosarcomas en hanaters, previamente establecido 

(3). 

De acuardo a lo anteriormente reportado (3), la 

lnooulaoi6n aubout•noa do c•lulaa tranarormadaa (BHK pSV) en 

hamsters eirioa de 7 dlaa de edad, produjo tunares con fornas 

nodularea o blnodularo• (Fi11ura 1) en el 100 X de loa ºª"º" sin 

importar el sexo. 

Loa animales fueron sacrificados a diferentes tiempos 

para constatar la evolución del tumor, a nivel tanto macroscópico 

cono microscópico. Loa tunorea crecieron r•pidanente, con una tasa 

do orocimionto tunoral de hasta 0.42 ! 0.21 om1/d1a (Tabla 1). 

Loa par~metroa evaluados (neoroaia y hemorragia) son 

caracterlsticaa inherentes al desarrollo tumoral, asloono del 

1rado de vaaoularizaoi6n, el cual e• un buen indicador del rielo 

sanaulneo necesario para el crecimiento del tunar (4). Al examinar 

macroac6picamente loa tumores, .. encontraron ciertas 

caracterlaticaa siempre presentes: consistencia firme de la masa 

tumoral, una henorra¡ia aconpaftada de •reas de necrosis. adenAs de 

una aran vaecularizaci6n y un color blanquecino a rosado en todos 

loo tumores (Fl11ura 2). 
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El estudio histopatol6gico nos nuestra que estos tumores 

son fibrosarco11a3 (Figura 3), al igual quo las tumoraciones 

inducidas por la inoculación aubcutAnea de SV-40 en hamstere 

sirios rooién nacidos (B). Estos tunares per11anecen 

subcut~neamente y pueden invadir tejido muscular e incluso piel, 

pero no tejido óseo. 

La imagen histoló~ica de estos tumores, reveló que los 

animales sacrificados entre los 6 y los 15 dias posteriores al 

m:o11ento en que aparecieron los tunares, desarrollaron 

fibrosarcomas tipicos con células fibroblAsticas dispuestas en 

haces paralelos o encontrados, con n~cleos ovoides y cromatina 

granular, con formas mitóticas frecuentemente en número 

i11portante, células gigantes de origen fibroblAstico, ado11As de 

encontrarse altamente irri¡ados y producir col~aena. Estas 

caracteristicae coinciden con las nis importantes descritas para 

un fibrosarcoma (22), adem~s de presentar una asociación entre la 

necrosis y la hemorragia en una proporción constante (1:1), para 

una porción muy limitada de la nasa tumoral aproximadamente 20 %, 

sobre todo en los primeros dla• de su desarrollo (Tabla 2, Fiiura 

4). 

En tanto que para los animales sacrificados entre los 17 

y los 21 dias, los tumores mostraron fibroblastos indiferenciados 

y con mitosis en n6mero mAs frecuente que las encontradas para el 

grupo anterior, compartiendo con •ste la proporción encontrada 
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para la asociación necrosis-hemorragia (Tabla 2). Estas son 

caracterlsticas t1picas de un tumor con altas tasas do 

crecimiento, por lo que alcanza un tzunat1o muy grande con respecta 

al animal cuando han pasado mAs de 17 d1as desde su aparición, lo 

que lo hace dificil de manejar. 

Loo fibrosarcomas tienden B invadir localmente y 

netastatizar ampliamente (27), por lo que .otro de los objetivos 

dol estudio histopatoló¡ico fue determinar la presencia o ausencia 

de metastasis en este modelo tumoral; definiendo ésta como 

colonias de tumores que crecen en diferentes partes del organismo, 

originAndoso a partir de células malignas que se separen del tumor 

inicial y se desplazan por el cuerpo (por v1a sangulnea o 

linfAtica) con frecuencia, hasta lugares muy alejados (4, 18). Ea 

necesario hacer notar que en nin¡uno de los tejidos analizados oe 

encontró metástasis como tal, ni manifestación alguna de ésta, 

aunque s1 se observó el carácter invasivo de la neoplasia, puesto 

que ésta invade el tejido muscular cercano 

implantación del tumor. 

al sitio de 

De acuerdo con estos roaultados, es obvio que para los 

estudios de oncolisis, deberAn utilizarse tumores de pocos d1as de 

evolución; por tal motivo en los experimentos posteriores se 

e~plearon tumores de hasta 2 semenns de evolución, una vez que 

alcanzaron 1 cm1
, lo que en conjunto no rebasa los 17 d1as en 

total. 
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Una vez eatableoidas las caracteristioas nacrosc6picas e 

histopatol6gicao del modelo tumoral con respecto a •u evolución a 

trav•s del tiempo, se us6 •sto para estudiar el otooto onoolitico 

de los extractos do germinación de Clostridium H-55 y Bocillus 

megaterium QHB 1551. 

La detorninaoi6n do proteinas mediante el n6todo de 

Lowry (14) de los diferentes extractos de gorninaci6n, mostró que 

en la oin•tica de liberación para Clostridiun H-55 hay 

(Figura 5). 

11axi11os 

De acuerdo a lo que ha reportado anteriormente nuestro 

grupo (25), los extractos de gorninaoión con actividad oncolitioa 

corresponden a aquéllos que presentan las nAxinas concentraciones 

de prote1nae, por lo tanto, nosotros utilizanos para la 

inoculación de los tumores loa extractos correspondientes a los O, 

60, 75, 105, 120, 135, 150, 195 y 225 nin de germinación de las 

esporas de Clostridiun H-55 (picos I a V, Figura 5). 

Mientras tanto para los extractos de aerninación de 

Bocillus me6•torium QHB 1551 la oin•tica do liberación de 

proteinaa nueetra tres periodos que oonprenden picos de n~xima 

liberación de prote1nas. Bntoa periodos correspondieron a 45 nin 

de ierninaci6n cada uno, cono se nuestra en la Pigura 6. Todos los 

extractos de IJorninación do Bacillus m•6atsriun QHB 1551 obtenidos 

cada 15 nin, se inocularon a diferentes 1rupos de 4 animales cada 

uno. Aquellos extractos de gorninación de Booillus mogotorium QHB 
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1551 que mostraron un mayor efecto onoolitico, se probaron por 

duplicado. 

La inoculación intratumoral oon al¡unos de los extractos 

de germinación produjo licuefacción del tumor, observAndoee como 

un claro ablandanionto do la nasa tumoral a partir del So. dla. Al 

efectuar la disección se observ6 pérdida en la consistencia del 

tumor; apreciada cono arandes zonas de henorra¡ia y aran 

vascularizaoión acampanada de necrosis o destrucción celular 

(Figura 7). La destrucción celular •• puodo inducir por cambios 

que altoron el contenido iónico y el equilibrio hldrico de la 

c•lula, llevAndola a una excesiva captación de aaua, aumento de 

presi6n hidrostAtioa y aumento de volumen. De este nodo comienzan 

loa estadios del proceso deQenerativo, que tienen como punto 

critico la recuperación o muerte de la nisna (necrosis) (4, 23). 

Al analizar maoroso6picamente loa tumores tratados con 

los extractos de germinación de Clostridiun H-55 se observó que 

para cuatro de los extractos (tiempos 60, 150, 195 y 225 nin), hay 

ablandaaiento, necrosis, hemorraaia y vasoularizaoión (Tabla 3). 

Sin embar¡o, los TeatiQoa mostraron cambios an•loQoa, lo 

que no nos permite decir que es el tratamiento en s1, 

completamente renponsable de estas alteraciones. Cono ae 

durante la evaluación inicial del modelo, la necrosis 

hemorraaia son inherentes al desarrollo del tunar, ade~~s 

el propio manejo do loa tumores puedo alterar eu 
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11acrosc6pico. 

Bspeoial11ente después de dos semanas, el tumor se 

encuentra en una fase de crecimiento, en donde hay deterioros 

propios dol desarrollo do &sto tipo de tumor (Tablas l y 2). Estas 

alteraciones macroscópicas coinciden con la reducción en la tasa 

de crecimiento tumoral, que se obeerva cuando se sacrifica a los 

animales tras 14 dlae poot-inooulaoi6n dol extracto (Tabla 5). 

Kicrosc6pica11ente el efecto oncol1tico se estableció 

como la necrosis no asociada a hemorragia, es decir, la 

destrucción que ea provocada por un agente externo independiente 

de la hemorragia producida por etecto del desarrollo tumoral (4). 

El estudio histopatológico de este grupo mostró que los 

extractos do ClostridiUll H-55 de loa tie11poe 150 y !95 11in 

indujeron Necrosis No Asociada a Hemorragia por la aplicación del 

extrncto (Tabla 7). Del anAlisis de estas oaracteristicas puede 

deci1:se que al 11enos los extractos de 150 y 195 min de germinación 

producen un efecto oncolitico. 

De acuerdo a todos los para.metros que evaluanos, el 

extracto de ~erminsoi6n de O nin, es decir. cuando todavia no 

comenzaba la ¡er11inaci6n,tambi•n tiene efecto 

(Tabla• 3, 5 y 7) y esto es debido a que cuando 

conservadas en congelación antes de los 

sobre el tumor, 

las esporas son 

experimentos de 

germinación, puede encontrarse cierta concentración de protetnas 

en el medio antes de que ésta comi~nce como tal. Este es nuestro 
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caso ya que almacenamos las esporas por congelación. 

Puede observarse un pico inicial en la cinética de 

liberación do 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 los extractos 

de germinación de Bncillus n~;ateriun QHB 1551 presentaban esta 

misma actividad oncolitica, por lo que se hizo la inoculaci6n de 

todos los extractos de germinación obtenidos a los diferentes 

tie'1pos (0 a 135 11in). En un pricipio, se probó ol efecto 

oncolitioo a los y a los 14 dias a fin de conocer las 

diferencias que pudieran presentarse en el modelo tunoral durante 

este lapso. Para los extractos que produjeron cambios en el tumor, 

se hizo un segundo experimento para corroborar su actividad 

oncoli tica. 

Dentro de las caracteriaticas nacroscOpicas de los 

tumores tratados con los extractos de germinación de los tiempos 

30, 45, 90 y 105 min se observaron cambios notables, sobre todo 

con respecto a la consistencia de los tumores, a diferencia de los 

otros extrnctos inoculados correspondienteo a los tiempos de 

germinación do lo zona B (Tabla 4}. 

En tanto que la Ganancia de Peso por di a, mostró que los 

animales estaban creciendo nornal~ente. Se puede notar una 

reducción si¡nificativa en el crecimiento diario del tumor en los 
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animales que recibieron loa extractoe de los tiempoo O, 30, 45, 90 

y 120 nin (zonas A y C). 

En cuanto al examen histopatológico podemos notar que la 

Necrosis No ABociada a Hemorra¡ia ae preoentó en un alto 

porcentaje para los extractos de serninaci6n que corresponden 

las zonas A y C do la cinética de liberación de protelnas (Tabla 

6, Figura O). 

Todos los parAnetros evaluados en conjunto, mostraron 

que los extractos de gerninación de Bacillus negnteriun QHB 1551 

si tienen un principio activo, oap.Az de producir un efecto 

oncol1tico que pudo apreciarse de manera nas clara, Que el 

observado para los extractos de germinación de Clostrjdiu11 H-55. 

Bs posible que la concontraoiOn del principio activo fuera nuy 

pequeNa y 6sto no nos permitió observar claramente un fenómeno 

destructivo, sobre todo cono una redución en el crecimiento diario 

de los tuno res. 

Los ensayos que habr•n de acometerse en el futuro, se 

centrar•n sin luQar a dudas an la conprenai6n del ren6neno de 

oncoliaio, aai como en la localización, purificación y 

caracterización dol principio oncolltico. 
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El estudio histopatoló¡ico de los tumores inducidos en 

hamsters, demostr6 que éstos tenían todas laa caracteristicaa 

tipicnn de un fibrosarcona, presentando ademAs necroeis asociada a 

hemorragia, ln cual au~enta paulatinamente con la edad del tunor. 

Bste modelo tumoral no es metastásico aunque si inva~ivo. 

Una caractori2aoión mas detallada del modelo en base a 

observaciones maoroacópicas, Tasa de Crecimiento Tumoral y examen 

histopatológico nos permitió deter~inar que es necesario utilizar 

los tu~ores en lan dos primeras senanas después de 5U aparición, 

ya que a tiempos nAo prolongados el tamaNo del tumor hace dificil 

el manejo de los aninales, asi cono la evaluación de cualquier 

efecto externo sobre el tumor, debido a que bsto incrementa las 

zonas de neoroeia y como consecuencia las de hemorragia. 

El tratamianto del tunar con 

ger~inaclón do Clostridium H-55 no produjo 

claro en conjunto, aunque Bi 

los extractos de 

un efecto oncalitico 

manifestaciones de 

destrucción celular para al¡unos de los extractos inoculados (150 

y 195 nin). 

Los tumore5 tratados con los extra~tos de ser~inaolOn de 

Bacillus Dogateriun QHB 1551 ~aatraron en cambio, un claro efecto 

oncolltico durante do• etopa5 bien definidas do la «•r~inaoi6n 

(A y C, de acuerdo a la cinética do liberación de proteinaa). Esto 
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nos permite decir que durante la gerninaciOn de B.mogsteriun QHB 

1551 tambi•n se libera un principio o principios con actividad 

onool1 tica. 
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