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INTRODUCCION

Los carcindgenos quimicos han sido empleados para inducir
neoplasias intracraneales, asi por ejemplo: la'administrncién
oral de acetilaminofluoreno, en la rata, produce gliomas, me-
ningiomas y neurilemomas asociados a tumores en otros drganos

(22).

La inyeccidn intracerebral de una variedad de hidrocarbu-
ros carcinogénicos, en ratones, produce tumores cuya incidencia
varia de acuerdo a la cepa de raton. El periodo latente es
relativamente largo: el tiempo promedio para el desarrollo
de neoplasias intracranéales en roedores ha sido de 250 dias
para gliomas y 220 dias para sarcomas, los tumores mixtos .son

producidos a menudo (32).

Experimentos de transplantes, han sugerido que existen
factores intrinsecos al huésped, que son muy importantes en
la determinacién de la apariencia citolégica de las células

tumorales (32).

Recientemente se han empleado dos métodos para la produc-
cién de deoplasias inducidas quimicamente. Hosobuchi e Ishii
han descrito la produccién exitosa, en pocas semanas, de glio-
mas y gangliogliomas en hamsters recién nacidos y jovenes, pos-
terior al implante intracerebral de cerebros de embriones de
animales cuyas madres fueron inyectadas intravenosamente con

una sola dosis de dimetilbenzantraceno (13).



En afos recicntes un grupo de carcinégenos potentes, los
compuestos N-nitrosos, han sido introducidos por Druckrey y
cols. para la produccién de una amplia variedad de neoplasias
del sistema nervioso central y periférico {13). La metilnitro-
sourea y la dimetilnitrosoureca inducen neoplasias en un alto
percentaje de ratas, cuando se administran intravenosamente o
por ingestidn, siendo el periodo latente, por ruta gistrica,
de 200 dias (25). Una sola inyeccién intravenosa de etilnitro-
sourea, en ratas preiiadas con 18 dias de gestacidn, induce una
amplia variedad de neoplasias malignas en el cerebro y médula

espinal (grafica 1) (17)

También se ha reportado, que existe una estrecha relacién
entre estrés y desarrollo de neoplasias, la cual estd sujeta a
considerable controversia. Los componentes psicoldgicos del
huésped son de suma importancia en la homeostasis, por lo que
es necesario entender como el estrés pudiera afectar la evolu-
cidn natural de una neoplasia. Un modelo de estrés y cdncer en
animales puede ser importante para el estudio del céncer en
humanos, ya que se ha reportado que sujetos con inmunodefi-
ciencias primarias o con inmunosupresidn tienen mayor propen-
sidén para desarrollarlas (31).

Baker, en 1977, inyecté 3-metilcolantreno subcutineamente
en ratas, y estas fueron inmediatamente puestas a una tempera-
tura de 2°C durante toda su vida, induciéndose de esta manera,
estrés. Después de 300 a 600 dias se observé que muy pocos ani-

males presentaban neoplasias, tanto del grupo control, como



»dcl grupo de animales estresados, concluyendo que no existia
ninguna relacidon entre estrés y ncoplasia (2). Kallis y Fuller,
en 1968, inyectaron 3-metilcolantreno a ratones de 1 mes de
edad y estos estuvieron sujetos a 10 electroconvulsiones. Sin
embargo esto no afectd el desarrolle, las dimensiones o apa-
riencia histolégica de las neoplasias; sin embargo, al anali-
zar los resultados por scxo, observaron que en los machos ha-
bia aumento en la incidencia (14).

Por otro lado, Visitainer y cols., en 1982, sometieron un
grupo de ratas a estrés con choques cléctricos de 600 v; dichas
ratas ya habian sido implantadas con savcomas Walker 256; ob-
servando al final del experimento una reduccidn de la posibi-

lidad de rechazo (29).

Por lo tanto, debido a que existen diversas opiniones en
cuanto al efecto del estrés sobre el desarrollo del cincer, se
quiere comprobar, con métodos propios, la posible influencia
del estrés en el desarrollo de necoplasias del sistema nerviaso

central, inducides quimicamente.

En base a lo reportado en la literatura, nuestra hipdte-
sis es: si se provoca estrés crdnico en ratas Wistar expuestas
en el periodo prenatal al etilnitrosourea, aumentard la fre-
cuencia o la veleocidad de crecimiento de las neoplasias en es-

tos animales.
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

A pesar de los maltiples estudios efectuados hasta ahora,
el cdncer continua sin ser totalmente comprendido. La ignoran-
cia actual resulta, de la limitada comprensién de los procesos
celulares, del control genético y de la regulacién celular en
mamiferos. Muchos estudios confirman que, mientras no se tenga
bien definido el cambio de regulacién y control del crecimien-
to celular, no se tendrdn soluciones terapéuticas para las

neoplasias (5).

Segin la definicidén de Willis en 1952, una neoplasia es
una masa anormal de tejido cuyo crecimiento excede el de los
tejidos normales, que no estd coordinado con estos mismos, y
que persiste el crecimiento aln después de cesar el estimulo
que desencadené el cambio. A esta definicidn se puede anadir,
que la masa anormal carece de finalidad funcional y es practi-
camente auténoma, ya que termina destruyendo al organismo a
medida que el crecimiento del tejido neopldsico establece com-
petencia con las células y tejidos normales, compitiendo por

el suministro de energia y substratos nutritivos.

Las éélulas de tumores benignos conservan, las caracteris-
ticas funcionales especializadas de sus células de origen, en
proporcidn directa a su grado de diferenciacidn. La neoplasia
benigna bien diferenciada, puede elaborar: mucina, hormonas y
enzimas, etc., al igual que lo hacen las cé&lulas normales que

las originan (30).



La capacidad funcional de las neoplasias malignas es muy
variable. En tumeres malignos no diferenciados, todas las ac-
tividades metabdlicas parecen estar destinadas a la sintesis
de clementos celulares y a la mitosis, mientras que otras fun-

ciones especializadas estdn disminuidas o ausentes.

Las células cancerosas pueden elaborar productos no se-
cretados normalmente por sus células de origen. En ocasiones,
los tumores provocan efectos sistémicos sobre el huésped, al
sintetizar hormonas, suprimir la inmunidad o elaborar factores
que alteren la funcién del sistema nervioso central o médula
osea (15).

2.1. AGENTES CAPACES DE INDUCIR LA FORMACION DE NEQPLASIAS EN

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Después de una larga serie de estudios experimentales, se
ha visto que los principales agentes, capaces de inducir el de-
sarrolle de neoplasias, se pueden clasificar de la siguiente

manera:

a) Virus oncgdgenos
b) Radiaciones

¢) Productos quimicos carcindgenos

2.1.1. Virus oncégenos.- Se conocen aproximadamente 150 virus
oncoégenos que afectan a los animales, de los cuales la tercera

parte son DNA virus y el resto son RNA virus (27) (ver cuadro 1).



Eutre los DNA virus sdle se han estudisdo en’'detalle los
de polioma (Py), de vacuolizacidn de simios (SV-40)} y los ade-
novirus humanos; los RNA virus mas estudiades son: virus avia-
ria de¢ leucemia-sarcoma, virus del leucemia-sarcoma murinos y

virus de tumor mamario murino.

Cuando las céluias son afectadas por DNA virus, pueden
seguir dos vias mutuamente exclusivas. En la primera via, las
células del huésped natural sufren la llamada.infeccién pro-
ductiva, en la cual el virus se multiplica y la cé&lula muere.
En la segunda via,.las células del huésped bloquean la multi-
plicacidn del virus, y bajo ciertas condiciones, hasta el 40%
de las células pueden transformarse en neoplasias. Esta Gltima
es considerada una infeccidn abortiva, ya que las células no

mueren sino que son cstimuladas para replicarse (13,27).

En infecciones abortivas que originan la formacién de neo-
plasias, sélo t}enen lugar algunas de las primeras etapas de
ias infecciones productivas. E1 DNA viral y las proteinas cap-
sulares no Se reunen en virienes, en su lugar, una porcidn de
DNA del virus infectante se inserta en el genoma de la célula,
¥ se multiplica con €l. Asi, el virus modifica el genotipo de
1a célula.huésped, y origina expresiones fenotipicas que se
describirin mds adelante como transformacidén neopléisica. Conse-
cuentemente, no pueden recuperarse viriones infecciosos de cé-
lulas transformadas. Tiene interés cl hecho de que cada célula
transformada reproduce varias copias de los genes virales, de

manera que amplia la influencia oncégena del virus (3}).



Los RNA virus oncégenos son interesantes porque se sospe-
cha que algunos de ellos pueden provocar neoplasias en el hom-
bre; en cambio, en los animales provocan espontiineamente cancer
como leucemia-sarcoma en el pollo o leucemia y tumores mamarios
en el ratdn, etc. A diferencia de los DNA virus, los RNA virus
pueden simultineamente ir multiplicando y transformando célu-
las huéspedes sin destruirlas. Por lo tanto, puede aislarse el
agente en lineas celulares tumorales y mediante el microscopio
electrénico observar particulas virales tipo C én el interior

de las células neopldsicas (28).

2.1.2. Radiaciones.- La radiacién es un potente carcindgeno,

tanto en animales, como en el hombre. No se sabe si la radia-

cidén altera directamente al DNA o la expresidn fenotipica del

genoma. Se piensa que la energia radiante produce varias alte-

raciones, entre la que se encuentran principalmente:

1) Acelera el envejecimiento, lo cual significa una mayor fre-
cuencia de mutaciones espontineas, y céqcer.

2) Activa a los virus oncdgenos.

3) Altera el microambiente de las células. N

4) Estimula a las células para que proliferen, originando erro-
res mitéticos que desarrollan mutantes mids vigorosos que

producen tumores (5,27).

2.1.3. Carcindgenos Quimicos.- En 1975 se reportaron agentes

ambientales causantes del cincer, cuando se relacioné la ele-
vada frecuencia de cincer del escroto en deshollinadores, con

la expnsicidén crénica de hollin en chimeneas (27).



En 1975, Yamagiwa e Ichikawa obtuvieron el primer modelo
quimico experimental de cincer, pincelando repetidamente la
oreja del conejo con alquitrin; mids tarde investigadores bri-
tdnicos comprobaron que el alquitrin contenia hidrocarburos
aromiticos policiclicos fuertemente carcindgenos. Después de
estas observaciones iniciales, se ha comprobado gue centenares

de productos quimicos son carcindgenos cn animales (23).

2.2. PRINCIPALES CLASES DE CARCINOGENQOS QUIMICOS

Se seftalan brevemente algunas de las principales clases

de carcindgenos quimicos.

@

a) Hidrocarburos aromdticos policiclicos.
b) Aminas arométicas.
c) Agentes alquilantes.

d) Nitrosaminas.

2.2,1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos.- Fueron los pri-

meros que se aislaron, y constituyen algunos de los agentes
carcindgenos mds potentes. Los mids estudiados son: dibenzoan-

traceno, benzopireno, y 3-metilcolantrenc (27).
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dibenzoantraceno benzopireno 3-metilcolantreno

Estos agentes son capaces de provocar "in vitro" transfor-
macidn neopldsica de diversos tipos celulares obtenidos de va-
rias especies, y de inducir neoplasias 'in vivo" en la mayoria
de los animales de laboratorio. Pincelando con ellos la piel
de los animales, aparecen neoplasias locales; inyecténdolbs
por via subcutinea, desencadenan sarcomas; introducidos a un
6rganc determinado, provocan neoplasias en el lugar de la in-

yeccién (15,27).
2,2.2, Aminas aromiticas.- Es un grupo que contiene carcindge-
nos potentes, de los cuales los mds estudiados son: N-dimetil-

4-aminoazobenceno {DMAB), N-metil-4-aminoazobenceno (MAB), 2-

acetilaminofluoreno (AAF)} y 2-naftilamina (5).

ONnD-N(CH3)2 CHz-NH, -

N-dimetil-4-aminoazobenceno NEN-H

N-metil-4-aminoazobenceno

i _NHp
—NH-C-CH3 f:@

2-acetilaminofluoreno Z-naftilamina
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Muchos datos favorecen la idea, de que la actividad car-
cinbégena de los metabolitos préoximos de MAB y AAF guardan re-
lacién con su fijacidn covalente al carbono 8 de la desoxigua-
nosina; aunque tumbién se fijan al RNAy a las proteinas. Por
lo tanto, las aminas aromidticas, como los hidrocarburos poli-
ciclicos, pueden fijarse al DNA y alterar su estructura. Cabe
sefialar que el DMAB fué utilizado en un tiempo como aditive de
alimentos para colorear la margarina, y que el AAF se investi-

g6 como posible insecticida (5).

2.2.35. Agentes alquilantes.- Los principales son: beta propio-
lactona y los epéxidos. A diferencia de otros carcindgenos, los
agentes alquilantes no necesitan conveésién metabélica, sino
que se fijan directamente a los grupos nucledfilos del DNA,
RNA y proteinas. La posicién N-7 de la desoxiguanosina parece
ser su lugar preferido de fijacidn. La guanina alquilada queda
tan modificada, que se une con la quinina en lugar de la cito-
sina. Tal apareamiento anormal constituye, en esencia, una mu-

tacién (4).

2.2.4, Nitrosaminas.- Se transforman en agentes que donan gru-
pos metilo y etilo al RNA, DNA y probablemente también a la

guanina.

La etionina, tetracloruro de carbono, uretano, y diversos
metales inorgdnicos como: berilio, cadmio, cobalto y niquel,
reaccionan con varios compuestos dentro del niicleo induciendo

neoplasias (9).
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Magee y Barnes; en 1956, y muchos otros autores han enfa-
tizado la importancia de convertir los compuestos N-nitrosos
en agentes alquilantes del DNA que parecen inducir neoplasias.
E1 DNA cerebral, etilado con etilnitrosourea (ENU)}, es elimi-
nado mas lentamente que el DNA hepdtico etilado de la misma
rata. Por lo tanto, se reporta que esta nitrosamida tiene ca-
;acteristica de inducir tumores neurocctodérmicos, en casi el
100% de los animales recién nacidos, después de una sola expo-

sicidén transplacental al carcindgeno (24).

El descubrimiento de la accidn carcinogénica de los com-
puestos nitrosos, y el uso de esos compuestos para la induccidn
de tumores neurales da un estimulo tremendo a la neurooncolo-
gia experimental. Druckrey y colaboradores observaron que los
compuestos nitrosos tienen un notable efecto organotrodpico:
diferentes compuestos producen tumores en un drgano en parti-

cular.

Las nitrosamidas son fuertemente neurotrdficos, y ellos
son los carcindgenos de preferencia en el estudio experimental
de las neoplasias neurales. E1 ENU y MNU cumplen los requeri-
mientos de un modelo ideal para inducir tumores neurales por

las siguientes razones:

1}Inducen una alta incidencia de tumores, preferencial y con-
sistentemente, en el sistema nervioso después de la adminis-

tracidén por varias rutas sistémicas.



2)}Las neoplasias producidas son semejantes, morfoldgica y bio-
logicamente, a los tumores que ocurren naturalmentc en el

hombre y los animales.

3)Los compuestos nitrosos estin presentes en el medio ambiente

con un riesgo potencial para el hombre y los animales.

Los tumores inducidos con estas nitrosamidas tienen las

siguientes caracteristicas:

1) No son distribuidos casualmente por todo el sistema nervio-
so, sino que se desarrollan en ciertos sitios preferencial-
mente, como son: las dreas periventriculares y la substan-

cia blanca subcortical de los hemisferios cerebrales.

2) Mids de un tumor puede ocurrir en cualquier animal, ademis
de que pueden estar presentes en el mismo cerebro, neopla-
sias macroscdpicas, microtumores y grupos de células neo-

plasicas tempranas.

El ENU tiene una accidn preferencial transplacental y neo-
natal: una sola dosis induce tumores neurales en casi el 100%
de los recién nacidos, de madres que fueron inoculadas durante
el segundo periodo de gestacidon. Las neoplasias, ademis, se
encontraron en varias partes del sistema nervioso, como en el
cerebro, médula espinal, nervios craneales y nervios periféri-

CcOS .,



Los tumores se desarrollan en nervios crancales, a los
190 *+ 50 dias; en médula, a los 210 + 70 dias; cn nervio pe-
riférico, a los 245 + 45 dias; y en cerebro, a los 245 + 80
dias. La susceptibilidad del sistema nervioso disminuye rdpi-
damente con el aumento de la edad, y en ratas adultas el sis-
tema hematopoyético estd mis frecuentemente involucrado en el

proceso neopldsico.

La metilnitrosourea y etilnitrosourea fueron los primeros
agentes usados por Druckrey y colaboradores, para inducir tu-
mores neurogénicos, mediante inyecciones intravenosas en pe-
quefas dosis a ratas adultas gestantes, dando como resultado
tumores malignos del cerebro y médulaAcspinal, en un lapso de
-tiempo de 240-400 dias después. La incidencia, distribucién,
periodo de latencia e histologia de los tumores inducidos
por ambos, son influenciados por la especie, edad y sexo de los
animales; asi como, por la dosis y modo de aplicacién del car-

cindgeno (27).

Por otro lado, se reporta que eXiste una gran cantidad de
variables psicolbgicas que estdn involucradas en el desarrollo
del cidncer (5). LaBarba, en 1970, concluye que los tumores in-
ducidos en animales pueden estar influenciados por variables
experimentales, tales como: tipo de tumor, y aplicacién de
estrés. Aunque el estrés es un tema de mucha controversia,
existe una definicién que es utilizada: Un estresor es una es-
timulo aversivo; el estrés se origina cuando se expone a un

estresor; y la respuesta al estrés se refiere a los cambios

oo 14



psicologicos inducidos. Se ha demostrado que causa cambios en
los animales de experimentacidn, como por ejemplo: agresivi-

dad, nerviosismo, y aumento en los niveles hormonales (1). Uno
de los mejores ejemplos sc ha demostrado en ratas que desa-

rrollan respuesta intensa de estrés, cuando se someten a cho-
ques eléctricos, desarrollando secundariamente ulceracién es-
tomacal, pérdida de peso, y niveles altos de corticosterona y

norepinefrina (26).

Es necesario dilucidar, si el estrés participa en el desa-
rrollo de neoplasias, por lo que la identificacidn de factores
mediadores de estrés son importantes; sin embargo, la natura-
leza de los mediadores y su efecto sobre el desarrollo de un
tumor, adn son objeto de estudio, En la literatura, se ha re-
portaéo que el estrés causa supresion del sistema inmune de-
pendiente del timo y la bolsa de Fabricio; y seguido a éste
se dd el crecimiento tumoral. Diversos grupos celulares del
sistema inmune pueden participar en el control del cincer,
como son linfocitos T citotéxicos (LRCs), macréfagos, polimor-

fonucleares y células asesinas naturales (31).
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Cuadro 1. Virus oncédgeno

A.- Virus DNA (aproximadamente 50)
1. Grupo de virus de papiloma
virus de papiloma de conejo, hombre, perro, vaca y otros

2. Virus del grupo polioma
virus polioma (murinos)

(SV 40} virus de simios

Adenovirus

vl

adenovirus humanos {31 ccpas, de las cuales 12 por lo
menos provocan tumores en animales recién nacidos,
transforman células 'in vitro" o producen ambos fené-
menos)

adenovirus de simio (seis virus)

adenovirus aviarios (dos virus)

adenovirus bovinos

FN

Herpes virus (datos todavia no concluyentes)
linfoma de Burkitt (humano)
carcinoma de Lucke (de la rana)

B.- Virus RNA (unos 100 aproximadamente)

1. Virus aviario de leucemia-sarcoma (Rous) (20 o mis)

2, Virus de leucemia-sarcoma murinos
{no establecido todavia el nimero de tipos)

iz

Virus de tumor mamario murino (tres tipos)

4, Virus de leucemia-sarcoma de gato, criceto, rata y
cobayo.



PARTE EXPERIMENTAL

3.1. DIAGRAMA DE FLUJO

[Escoger ratas con 19 dias de gestnci&ﬂ

Inoculaci6én con Etilnitrosourea, por via intravenosa,
a dosis de 50 mg/kg

Obtener los animales recién nacidos

Dos meses después
1

Grupo control (41) AGrupo estrés (45)[

22 machos y 19 hembrasj 25 machos y 29 hembrasl

|

Colocar en camara de
estrés 35' de lunes a
viernes.

|

Si se observan signos clinicos
patoldgicos sacrificar los ani-
males por perfusidn intracar-
diaca, si no presentan signos
clinicos se sacrifican después
de 400 dias.

|

Estudio histopatolégico

del sistema nervioso central

Resultados



3.2. METODO PARA EL MODELO CONTROL

Para iniciar con el modelo de estrés y cincer se hizo un
estudio piloto para corroborar el funcionamiento del etilni-
trosourea (ENU) con el siguiente método:

1.- Escoger 20 ratas Wistar con 19 dias de gestacién.

2.- Inocular estas ratds con etilnitrosourea (ENU) por via
intravenosa: 50 mg/kg disuvelto en cloruro de sodio al
0.9% (0.5 ml) (ver apéndice).

3.- Esperar al nacimiento de las crias (dos dias después de
la inoculacidn).

4.- Mantener las crias con sus madres hasta cumplir 60 dias
de edad (nitmero total de crias, 187 animales).

5.

Separar por sexo (87 ratas machos y 100 ratas hembras).
6.~ Mantenerlas en buenas condiciones de sanidad y alimenta-
cidén, hasta que presenten los primeros signos clinicos

de tumor o que cumplan 400 dias de vida postnatal.
3.3, METODO PARA EL ESTUDIO ESTRES-CANCER

Una vez comprobado que funcionaba el modelo para producir
tumores en ratas Wistar, se procediq a realizar el estudio de
"Estrés y Cincer'" de la siguiente manera:

1.- Obtener 10 ratas Wistar con 19 dias de gestaciodn.
2.- Inocular estos animales con 30 mg/kg de etilnitrosourea

(ENU)} por via intravenosa disuelto en cloruro de sodio

al 0.9% (0.5 ml) (ver apéndice).
3.- Esperar el nacimiento de las crias (dos dias después de 1a

inoculacién).

eo. 18
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Mantener .las crias con sus madres hasta cumplir 60 dias de
edad, (nimero total de crias, 86).

Separar al azar en dos grupos:

a) Grupo control con 41 ratas (22 machos y 19 hembras)

b) Grupo estrés con 45 ratas (25 machos y 20 hembras)
Mantener ambos grupos en las mismas condiciones de sanidad
y alimentacidn, en cajas de acrilico {miximo 4 animales en
cada una) a una temperatura de 22°C y controlando estricta-
mente el ciclo dia/noche.

Colocar las ratas del grupo estrés en la camara de estrés
experihental 5 dias a la semana -(de lunes a viernes) duran-
te 35 minutos; dicha cdmara es de color rojo para producir
acondicionamiento. (Figura 1). Cada 5 minutos sonori-
zar una alarma y 2 segundos después aplicar una descarga
eléctrica de 30 mA de intensidad y 0.75 segundos de dura-
cidén, a través de una reja de acero colocada en la base de

la camara.

NOTA: El estrés crdénico es producido a través de la via soma-

10.-

11.-

tosensorial (auditiva, visual y dolor fisico).
Seguir el mismo procedimiento para machos y hembras.
Mantener el procedimiento experimental para estrés desde
los 60 dias de vida postnatal hasta los 400 dias de edad.
Cuando los signos clinicos de tumor sean evidentes, sacri-
ficar los animales por perfusién intracardiaca, con forma-
lina al 10% en buffer de fosfato (apéndice).
Realizar el estudio histopatoldgico de las neoplasias ex-
traidas de los animales, siguiendo la técnica de Hematoxi-

lina Eosina (apéndice).
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CAMARA _DE_ESTRES EXPERIMENTAL

FIGURA 1

A.- a) chulddor de la intensidad de la descarga eléctrica.
b} hegulador del tiempo de retraso.
¢} Regulador del tiempo de duracién.

d) Sonido de alarma.

B.- Caja de acrilico de color rojo.

a) Base de metal conectado a corriente -eléctrica.



3.4. RESULTADOS

En el modelo de induccidn de tumores en ratas Wistar con
etilnitrosourea, se observd que hubo desarrollo de neoplasias
del sistema nervioso central y periférico en 89 (89.88%) de 99
hembras y 77 (88.50%)'de 87 machos, con un tiempo promedio de

240 dias en el cual los animales presentaron tumor (Grifica 2).

Este mismo modelo se realizd con 110 animales, 50 hembras
y 60 machos de los cuales 40 (92%) y 53 (88.33%) respectivamen-
te desarrollaron neoplasias del sistema nervioso con un tiempo

promedio de 256 dias.

Como se observé que es un buen método para inducir tumores
del sistema nervioso, se utilizd para el estudio de estrés y
desarrollo de neoplasias inducidas quimicamente, en el cual se
obtuve lo siguiente: se desarrollaron neoplasias del sistema
nervioso central y periférico en 26 (63%) de 41 animales con-

trol y en 31 (69%) de 45 animales del grupo estrés.

El tiempo promedio para la manifestacidén clinica de los
tumores fué 260 + 78 dias para las ratas del grupo control Yy

262 * 91 dias para los animales del grupo estrés (Tabla 1

y grdfica 3).

En el anilisis de resultados por sexo, 13 (68%) de 19 ani-

males hembras y 13 (59%) de 22 animales machos del grupo con-



trol desarrollaron neoplasias del sistema nervioso central y
periférico. El tiempo promedio de manifestacidn clinica fué de
267 + 88 y 253 + 68 dias respectivamente. En el grupo cstrés
18 (72%) de 25 ratas machos y 13 (65%) de 20 animales hembras
desarrollaron ncoplasias del sistema nervioso central y peri-
férico con un promedio de manifestacidn clinica de 264 + 86 ¥

260 + 96 dias respectivamente (tabla 1 y grifica 4).

Al realizar la prueba de t student se encontré que: no hay
diferencia significativa para p » 0.05 entre el grupo control
y grupo estrés, lo mismo se observa al comparar por sexo
ambos grupos. Para corroborar esto se hizo la prueba de ji cua-
drada y se encuentra que no hay diferencia significativa para
px 0.01, tanto entre los grupos como entre los sexos.

Para calcular el promedio, desviacién estandar, t student

y ji cuadrada se utilizaron las siguientes férmulas:

=2 X tst — XX
n student = A
SRlntn

DS— 2 x°

n-] xzr:i (-gLEJ)
1



Los siptomns.clinicos de las ratas con tumores cerebrales
fueron: dificultad para respirar, posicién curva y pelo eriza-
do (fotografia No. 1), pérdida de equilibrio y apetito, presen-
tando finalmente estado de coma. Los animales con tumores medu-
lares presentaron: paralisis de miembros inferiores y poste-

riormente en miembros superiores o viceversa {(fotografia 2y 3).

En ambos casos estos sintomas se pueden presentar en un

periodo que vuria desde dias hasta semanas (tabla 3).

Posteriormente se sacrificaron las ratas para practicar-
les el estudio histopatolégico donde se encontraron diversos

tipos de tumores, que fueron:

Astrocitoma
Linfoma
Oligodendroglioma
Glioblastoma
Schwanoma
Meningioma

Glioma Mixto

(tabla 2)

Los sitios de predileccidn de los tumores de ratas que fue-
ron tratadas con ENU son: hipocampo, substancia blanca subcorti-
cal, ganglios basales, corteza cerebral y médula espinal;, en es-
ta Gltima los tumores se localizan mis frecuentemente en las regio-

nes toridxicas y lumbar como se muestra en la fotografia No. 10.

19
(7]



Cabe mencionar gue hubo algunos tumores que fucron visi-
bles macroscépicamente, como se muestra en las fotografias 4 y
§; otros, gue sc¢ encontraban fuera del cerebro, como s$e nues-
tra en las fotografias No. 6 y 7, los cuales desplazan el ce-
rebro o lo comprinmen dificultando asi su funcionamiento normal;
en la fotografia No. 8 se muestra un tumor en el nervio peri-
férico, el cual impedia a la rata caminar normalmente, ¥y par
Gltimo tenemos un caso extrafio, puesto que la rata no desarro-
116 crinec y el tumor sole se cubria con la piel, lo cual tam-

bién pudo deberse a un defecto congénito (fotografia No. 9}.

La medida de los tumores fué de 13 mm en promedio como se

puede observar en la tabla 4.

En la tabla 6, se muestra un resumen de las caracteristi-
cas ya reportadas en la literatura de los diferentes tumores,
y al compararlas con las observadas en este estudio no hay di-
ferencia, ademds, con esto se pueden comprender mejor las fo-

tografias.

Considerando que este estudio es importante, sec realizd
un estudio histoldgico de las difcrentes regiones donde se lo-
calizaron los tumores, en cortes normales de animales de la
misma cepa, y asi de este modo poder hacer una comparacidn en-

tre lo normal y lo patoldgica. (Tabla §5).
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TABLA DEL T{EMPO DE EVOLUCION DE LOS
TUMORES EN DIAS

(TABLA 1 )

GRUPO CONTROL| GRUPO ESTRES
? d 9 g
402 182 146 160
220 363 270 258
242 348 268 135
157 365 346 | 402
385 179 296 402
233 245 31 206
354 | 241 223 211
83 243 402 345
303 235 182 232
232 175 402 326 .
294 | 220 146 402
287 | 202 | 207 107
- 2°73 293 234 | 248

263
107
311
245
. 3n
X*p.s.|X *ns.|X tDps.|x*D.s.
267t 88 |253*68 |264t 06 |2601 96
X*p.s. - X#p.S.
260178 262+ 9|




DIAS DE VIDA POSTNATAL

ANIMALES QUE PRESENTARON TUMOR DEL GRUPO
CONTROL Y DEL GRUPO ESTRES

(GRAFICA 3)
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PORCENTAJE DE LOS TUMORES DESARROLLADOS EN LAS

RATAS ESTUDIADAS
(TABLA 2 )

GRUPO CONTROL . GRUPO ESTRES
TIPO DE TUMORES N°deCASQS | Yde! TOTAL N®de CASOS | %del TOTAL »
Plolfla la 14
ASTROCITOMA [¢] 0 0% | 0% 5 6 138.59%33.3%
LINFOMA 0 2 0 %% {15.4%; 4 3 130.8% 16.7%]
OLIGODENDROGLIOMA 4 4 |30.8%30/09 3 3 [23.0%|16.7%
GLIOBLASTOMA 0 0 0%| 0% [v] 2 0% I .t%
SCHWANOMA } t TT°%)17.7% o] 0 0%| 0%
MENINGIOMA 7 6 [53.8%{46.2% [} 4 [77% 22.2“@
GLIOMA MIXTO I [+] T7%)] 0% Q (o] 0% | 0%
TOTAL '3 13 J100%}I00% 3 18 J100%|100%




TABLA DEL TIEMPO PROMEDIO (DIAS)DE EVOLUCION
PE LOS DIFERENTES TUMORES

(TABLA 3)
TIPO DE TUMOR | SRYRS. X £SRUEO. X
eld ]| jgll ]!l d
ASTROCITOMA 296|258
223|402
0| o| ol o |402]/402 305.6305.3‘
402| 211
205(248
3
LINFOMA| O ) - ]1a 6| 160
241 267 |268] 135|2265| 167
293 346[206
146
OLIGODENDROGLIOMA [3 5 4|3 65 270| 345
294123504, cbess| 2! 1902154366
273|220 182|263
303|202
GLioBLasTOMA| © [0 [0 o [o 13| 1,.4
245
SCHWANOMA] 157] 179]157]179] 0 | 0 | o | o
MENINGIOMA [ 402 182 07
220|363 | 107
242|348 327
233 245%&.3259.3 234| 2321234} 193
83 |243
303]|175
287
cLioma mixTo[232] o fe32[ o [ oo |l o] o




TABLA DE MEDIDAS
DE LOS TUMORES

ENmm
{ TABLA 4)
TIPO DE TUMOR | SRYFS X g 2RUFO X
e ld| el 2]d
ASTROCITOMA 5] 10
1o | 10
05|15
ofoloolgsliol2ine
io]| 1o
15
LIN FOMA 30| 20
12 20 | 10
o lalolr3]%| 502320
_ 15
OLIGODENDROGLIOMA | 10 | 13 15|10
13|14 20 | 13
31101271 |iolio '8 ]
15 |13
GLIOBLASTOMAl . [ o | 0 | o | o :c5> o lizs
SCHWANOMA] 13 110 | 13110 ] 0] 0 ] 0 ] 0
MENINGIOMA| 15 | 10 05
TREL 5
13 |25 20
20 | 13|37 ]iz8| 10 | 20|10 | 138
10|15
1510
13
GLioMAMIXxTo| 12 o fi1z] o] oo |ofo




1.

POSICION Y ASPECTO DE LAS RATAS AL DESARROLLAR

TUMOR CEREBRAL

@
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2.

POSICION DE LAS RATAS AL DESARROLLAR

TUMOR MEDULAR




4. TUMOR DESARROLLADO EN EL MAXILAR

S. RETINOBLASTOMA




6. TUMOR DESARROLLADO EN EL ANGULO PONTO-

CEREBELOSO DERECHO

7]
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§. TUMOR DESARROLLADO EN NERVIO PERIFERICO

9. GRAN NEOPLASIA CEREBRAL QUISTICA




10,

TUMOR DESARROLLADO EN MEDULA




11.

CORTE TRANSVERSAL DE CEREBRG DE RATA CON TUMOR




3.4.1, HISTOLOGIA NORMAL DEL SISTEMA NERVIOSO. (TABLA §).

Cerebro

Corteza cerebral.- Estd constituida por neuronas, fibras, neuroglia vy vasos sanguineos.
Gran parte de las células son piramidales, estrelladas o fusiformes y estin dispuestas
en forma laminar. En un corte se observan seis capas: capa molecular, integrada por fi-
bras de células que vienen de capas profundas que cursan paralelas a la superficie y al-
gunos cuerpos neuroniales pequeiios; capa granulosa externa de cuerpos neuronales pequeios
triangulares; la capa de cé&lulas piramidales o de células grandes piramidales y muchas
células pequeias granulosas; la capa granulosa interna de células granulesas estrelladas
pequefias; la capa ganglionar o piramidal interna, intecgrada por células piramidales de
tamafio grande y mediano y la capa de células polimorfas o multiformes.

Substancia blanca.- Se encuentra por debajo de 1la corteza cerebral y estdi integrada por
haces de fibras mielinicas que pasan en todas direcciones. (Fotografia A 'y B).

Cerebelo

Corteza cerebelosa.- Muestra tres capas: una capa externa molecular con pocas ncuronas

pequefias y muchas fibras amielinicas, una capa media con una hilera de células grandes,

denominadas células de Purkinje, y una capa interna granulosa con numercsos cuerpos ncu-
ronales pequefios.

Las células de la capa granulosa son pequefias, con tres a seis dendritas cortas y un ci-
lindro eje amielinico que asciende a la capa molecular, en donde se divide en dos ramas
externas que cursan en la longitud de un pliegue.
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CONTINUACION (TABLA 5)

Las células de Purkinje son grandes y tienen forma de "redoma' con varias dendritas
principales que entran a la capa molecular como unuz trama en abanico con extensiones
ramificadas en sentido perpendicular al pliegue. Las células de la capa molecular
son pequefias y de forma estrellada. (Fotografia C'y D).

Hipocampo.- Se encuentran gran cantidad de células piramidales y un gran niimero
de fibras nerviosas que corren hacia la capa molecular. (Fotografia E).

Médula.- En un corte transversal se puede observar en el centro la zona de substancia
gris en forma de H compuesta por neuronas y alrededor la substancia blanca compuesta
por fibras nerviosas,

Nicleos basales.-Donde se encuentran gran cantidad de cuerpos neuronales y fibras
nerviosas., (Fotografia F}.



A) CORTEZA CEREBRAL

BLANCA

.41



C) CORTEZA

CEREBELOSA




E} HIPOCAMPQ




F) GANGLIOS BASALES
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3.4.2, ESTUDIO HISTOPATOLOGICO:

CARACTERISTICAS DE LOS DIFERENTES TUMORES

(TABLA &)
TUMOR CELULA DE CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
ORIGEN MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS
Astrocitoma Astrocitos Tumor difusamente infiltrante, Proliferacién de astro-

(Fotograria 12
y 13).

sin limites nitidos.

citos sin atipias celu-

lares con rarvas figuras

de mitosis, sin necrosis
y sin proliferacidn vas-
cular.

Glioblastoma
(Fotografia 14)

En la mayoria
de los casos
astrocitos,

pero ocasio-
nalmente cé-

lulas apéndi-
marias u oli-
godendrocitos.

Tumores no encapsulados, pe-
ro aparentemente de limites
nitidos, gris-rosados, de
consistencia suave y aspecto
finamente granular, Puede
haber dreas amarillentas de
necrosis o dreas de hemorra-
gia,

Células con intensa ati-
pia, numerosas mitosis,
dreas de necrosis con
pseudocmpalizadas a su
alrededor y prolifera-
cién vascular marcada.

Oligodendro-
glioma
(Fotografia 15
y 16).

Oligodendro-~
citos

Tumor de limites aparentemen-
te nitidos, gris-rosados, con
dreas gelatinosas, dreas ama-
rillentas de necrosis, dreas
de hemorragia y calcificacio-
nes.

Células de nficleos re-
dondos, uniformes y ci-
toplasma presentando
tipico halo perinuclear,
dreas de necrosis, he-
morragia, calcificacidn
y degeneracién mucoide.
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CONTINUACION (TABLA 6)

Glioma mixto
(Fotografia
1

Depende del
tumor. La ma-
yoria inclu-
yen astroci-
tos y oligo-
dendrocitos
o astrocitos
y células
ependimarias.

Generalmente uno de los tipos
celulares predomina y el as-
pecto macroscdplco se asemeja
a los tumores de éste tipo
celular.

Neoplasia constituida por
dos o mds tipos celula-
res, generalmente bien
diferenciados.

Meningioma
(Fotografia
18).

Células arac-
noidales.

Tumores firmes, castailos, de
limites nitidos, tendiendo a
ser esféricos y firmemente
adheridos a la duramadre.

Hay diferentes tipos his-
tolégicos, muchas veces
presentes en diferentes
dreas del mismo tumor:
meningotelial (cé&lulas
con nitcleo esférico, ci-
topldsma pdlido, dispues-
tas cn grupos o formando
remolinos), fibroblistico
(células alargadas, de
niicleos densos y fusifor-
mes, formando haces),
transicionales (ndédulos
de células meningotelia-
les separadas por haces
de meningioma fihroblis-
tico) y angioblisticos
(de comportamiento clini-
co més agresivo).
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CONTINUACION {TABLA 6)

Schwanoma

Células de
Shwann

Tumores de nervios periféri-
cos, que aumentan el diame-

tro del nervio y que pueden

ser disectados de éste, con

relativa preservacion de 1la

funcion.

Hay dos dreas o tejidos:
Antoni A, compuesto de
células alargadas for-
mando haces y Antoni B,
con células de citoplas-
ma vacuolizado y niicleo
redondeado.

Linfoma

Discutida; cé-
lulas reticu-
lares por cé-
lulas de la
microglia.

De limites poco nitidos, mu-
chas veces multifocal y puede
infiltrar las meninges.

Proliferacion de células
de tamafio y forma varia-
bles con muchas células
linfocitoides. Tienden a
formar manguitos perivas-
culares.

Lucien J. Rubinstein, M.D.: Tumors of the central nervous system, Ed. AFIP. 1985, (16).
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13.

ASTROCITOMA CEREBRAL

(100 aumentos)

ASTROCITOMA CEREBELAR

(125 aumentos)
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14. GLIOBLASTOMA MULTIFORME

(100 aumentos)
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OL IGODENDROGLIOMA
(100 aumentos)

15.
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PERIFERIA DEL OLIGODENDROGLIOMA

16.

(40 aumentos)
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17.

{40 aumentos)

GLIOMA MIXTO
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18. MENINGIOMA
(40 aumentos)
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DISCUSTON

Una gran cantidad de reportes han postulado la posibili-
dad de que el estrés modifique la evolucién de las neoplasias.
Shekelle y cols., por ejemplo, reportaron que la depresién au-
menta al doble el riesge de cancer (21). Pettingale y cols,
(11} han reportado diferencias en la evolucidn de carcinomas
mamarios dependiendo de si la actitud de la paciente es de lu-
cha, aceptacién o desesperacidn, cuando la actitud es de lucha,
mostraron una evolucién significativa mds favorable, si la ac-
titud es de rechazo, aceptacidn o desesperacidn, registraron
niveles mis altos de estrés que pacientes con tumores mamarios
benignos y malignos (20). Ca;sileth y cols., en un estudio
prospectivo con 359 pacientes con neoplasias malignas, demos-
traron que la biologia de la enfermedad parece predominar so-
bre la influencia potencial del estilo de vida o variables

psicosociales (6).

Experimentalmente se ha reportado que, cuando cé&lulas tu-
morales P815 y sarcomas Walker 256 fueron transplantadas res-
pectivamente en ratones y ratas, el crecimiento del tumor fué
mayor en animales estresados en forma aguda comparativamente
a los coﬁtroles (29). Sin embargo, las células malignas trans-
plantadas tienen diferentes cargas genéticas y mecanismos de

patogénesis tumoral que no han sido dilucidados.

En el presente estudio el estrés se inicidé desde tempra-

na edad, y se mantuvo cronicamente, cuando las ratas tenian

+es 53,



buena salud y los mecanismos ceclulares de transformacién ma-
ligna no se. llevaba a cabo; entonces si el mecanismo de inmu-
nidad molecular que controla la malignidad fuera influenciada
por el estrés, se cesperaria encontrar un menor desarrolle de
neoplasias inducidas por ectilnitrosourea en animales no estre-
sados o una alta incidencia de tumores cn unimales estresados;
sin embargo lo que muestran estos resultados es lo contrario,
parece que el estrés no tiene ninguna influencia sobre carci-
nogénesis como se muestra en las tablas 1, 2, 3 y 4; donde los
controles fueron comparados con los animales estresados, por
lo tanto las variables genéticas, bioldgicas y experimentales
fueron las mismas, La larga duracidn de las circunstancias es-
tresantes pudo haber inducido tolerancia al sonido o dolor en
los animales experimentales pero hubo cambios en los animales
durante el tiempo que se mantuvieron sujetos al estrés como
son: temblor de todo el cuerpo, lloriqueo, defecacidn excesi-
va, agresividad etc. 1o cual no se presentd en los animales

controles.

Se han descrito muchos cambios secundarios al estrés en
el sistema inmune (disminucidn de los linfocitos T citotéxicos
e inmunosupresidn); en el sistema enddcrino (aumento de hormo-
nas como corticosterona y norepinefrina en plasma), y en el
sistema nervioso cambios secundarios al estrés, como en el
funcionamiento de las neurcnas, y esos cambios pudieran teori-
camente ‘influenciar el desarrollo bioldgico de las neoplasias.
Sin embargo, nuestros resultados no apoyan la hipdtesis de que

el estrés cronico tenga influencia en el desarrollo de tumores
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inducidos quimicamente y hay que desechar la idea de que el

estrés tenga un efecto potencial sobre la carcinogénesis.

Estadisticamente no se encontraron diferencias en frecuen
cia o en tiempo de desarrollo del tumor entre animales contro-
les y animales estresados; la frecuencia fué ligeramente mas
alta en machos del grupo estrés, que en los del grupo control;
sin embarge, ésta diferencia no fuc significativa, dado que
los valores de p obtenidos a partir del estudio estadistice Qe
t student fué p g 0.05 y para la X2 fué p » 0.01, lo cual in-
dica que no existe diferencia significativa entre los dos gru-

pos.

En el estudio histopatolégico no se observa ninguna va-
riacién en cuanto a la morfologia celular de los tumores de-
sarrollados en el grupo estrés comparado con los controles.
La medida de los tumores es igual a la ya reportada por
Druckrey y cols. (7), por lo cual se corrobora que &ste mé-

todo de induccién de tumores es reproducible.



RESUMEN  »

Estados psicolégicos involucran la pérdida de control,
depresidn y ademis estd asociado con un aumento en la inci-
dencia del cincer (1). La influencia de variables psicoldgi-
cas sobre el desarrollo del cdncer es dificil de determinar
en humanos. Algunos investigadores han reportado que el es-
trés induce aumento de la tumorigenicidad, y otros han encon-
trado retardo en el desarrollo de tumores. La hipdtesis de
este trabajo se basa en estos estudios y otros similares,
dénde el provocar estrés cronico en ratas Wistar expuestas al
carcindgeno quimico etilnitrosourea afecta la incidencia de

tumores del sistema nerviosod

Por lo tanto, para corroborar ésto, se realizd un estudio
de estrés crénico y cancer en ratas con las cuales se formaron
dos grupos: el grupo control con 41 animales y el grupo expe-
rimental con 45 ratas. El grupo control solo fué expuesto al
carcinégeno quimico ENU y el grupo experimental fué expuesto
al carcindgeno quimico ENU y ademds se les produjo estrés cro-
nico desde los 60 dias hasta los 400 dias de edad por via vi-
sual, auditiva y sensorial, aplicidndose electrochoques de 30
mA, con 0.75 segundos de duracién, cada 5 minutos durante 35§
minutos, durante 5 dias a la semana. Una vez observados los
datos clinicos del tumor, los animales fueron sacrificados pa-

ra proseguir con el estudio histopatoldgico.



Los resultados obtenidos son los siguientes:’

El desarrollo de neoplasias se presenta en el 63% de los
animales control y el 69% de los animales del grupo estresado,
con un promedio de manifestacidn clinica de 260 *+ 78 y 262 +
91 dias respectivamente. En el aniilisis por sexo, se encontrd
que el 59% de machos y 68% de hembras del grupo control desa-
rrollaron ncoplasias y en el grupo experimental el 72% de ma-
chos y 65 de hembras., El tiempo promedio de manifestacidn cli-
nica para el grupo control fué de 253 *+ 68 y 267 + 88 dias
respectivamente, y para el grupo experimental fué de 260 + 96

y 264 + 86 dias respectivamente.

En el estudio histopatoldgico se encontrd que la morfolo-
gia celular es igual para los tumores de ambos grupos y esta-
disticamente no ‘hay diferencias significativas para p » 0.05

en la t studenty p » 0.01 para ji cundrada entre grupos y sexos.

Al haber realizado este estudio se llegd a la conclusiédn
de que el estrés no tiene ninguna influencia en la carcinogé-

nesis producida por carcinégenos quimicos



CONCLUSIONES

El modelo desarrollado por Druckrey y cols. (7), pudo ser
reproducido en el laboratorio, puesto que se indujo la apari-
cidén de tumores en 89% de los animales tratados. Por lo tanto,
se puede considerar un modelo Gtil de.carcinogénesis, que ade-
mids permite la manipulacidén de variables extrapolables al hom-
bre, ya que se considera que el hombre estd expuesto al estrés
durante periodos a veces prolongados en el transcurso de su

vida.

Este estudio sugiere que el estrés no tiene relacidén con
el desa;tollc de neoplasias del sistema nervioso, aunque algu-
nos autores han reportado que iﬁfluye en el sistema inmune,
hormonal y nervioso. Sin embérgo para tener una visién mis com-
pleta, se tendria que realizar nuevamente pero registrando la
actividad de estos sistemas, lo cual no fué contemplado en los

objetivos del presente trabajo.
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APENDICE

8.1. MATERIAL

8.1.1. Material biolégico

8.1.3.

'

30 ratas de la cepa Wistar

. Material de laboratorio

Cimara de estrés experimental (Fabricada en el labo-
ratorio de Bioingenieria del I.N.N.N.)

Cajas de acrilico de 47x32x20cm (Complan, S.A., México)
Nutricubos Purina, alimento para roedores

Jeringas desechables de 1 ml

Cajas de Koplin

Vasos de precipitado de 250, 500 y 1000 ml

Probetas de 250 ml

Frascos dmbar para almacenar los colorantes
Agitadores magnéticos

Pipetas de 1, 5 y 10 ml

Balanza analitica (Sartorius 1265 MP)

Cubre bocas

Guantes desechables

Reactivos

Etilnitrosourea (ENU) NO. N-8509, (Sigma Chemical
Company, U.S.A.)

Solucidén de clorurc de sodio (NaCl) 0.9% (PISA)
Eter (Merck)
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Formalina al 37% (Buker)

Fosfato de sodio dibdsico anhidro, NapHPOy (Raker)
Fosfuto de sodio monobidsico, NaHPQy (Baker)
Agua destilada

Alcohol absoluto

Alcohol de 96°

Yodo

Tiosulfato de sodio, Na2§8203 (Baker)
Hematoxilina de Harris

Sulfato de amonio (NHg)2804 (Baker)

Oxido merclirico, HgO (Baker)

Acido clorhidrico, HCl (Baker)

Hidréxido de amonio, NHyOH (Baker)

Acido acético, CH3COOH (Baker)

Eosina
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. PREPARACION DE REACTIVOS

SOLUCION DE

Formalina al 3

FORMALINA NEUTRAL AMORTIGUADA -

TS veeenronearann Cesederan esaaeas .

Fosfato de sodio monobdsico ...........cid0v i

Fosfato de sod

Agua destilada

SOLUCIO

SOLUCION

fiosulfato de

Agua destilada

Alcohol al 70%

Acido clorhidr

Hidroxido de a

Agua corriente

io dibdsico ... ... Ve .

N ALCOHOLICA DE YODO AL 1%

DE TIQSULFATO DE SODIO AL S%

sodio ....... seeiadeecseis cerenen

ALCOHOL ACIDO AL 1%

B o Veeeree s

AGUA AMONIACAL

monio .......cc0inein veeeenn Cevans

160

6.5
900

160

100

250
2.5

2.8
250

ml

ml

ml

ml

ml

ml

ml

ml
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EOSINA

1 gota de idcido acético por cada 100 ml

HEMATOXILINA DE HARRIS

Hematoxilina de Harris ......... [ N (]

Sulfato de amonio .... vaiese 100 g
Oxido mercirico ............. P 2.5 g
Agua destilada ......... beemas s res i e v e eee . 1000 m1
Alcohol de 96° ..... Ceesedee ceeeserarecnaeenes 50 M

Preparacion:

Disolver 5 g de hematoxilina de Harris en 50 ml de
alcohol de 96°. Disolver 100 g de sulfato de amonio en
1000 ml de agua, y calentar hasta disolver completamen-
te. Agregar la soluci6n de hematoxilina, y calentar 1
minuto, enfriar, filtrar 10 veces y después agregar de

2 a 4 ml de dcido acético glacial por cada 100 ml.
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10.
11.
12.

13.

14,

1s.

16.

TECNICA DE HEMATOXILINA-EOSINA

Hacer cortes de 4 micras del tejido incluido en parafina.
Desparafinar en xilol durante 15 minutos, pasar a alcohol
absoluto 3 minutos, alcohol de 96° 3 minutos, alcohol al
70% 3 minutos y, por ultimo hidratar en agua bidestilada
3 minutos.

Colocar las preparaciones o cortes histoldgicos en un mor-
dente a base de solucidén alcohélica de yodo al 1% durante
10 a 15 minutos.

Lavar con agua de la llave,

Colocarlas en una solucidn de tiosulfato de sodio al 5%
durante 5 minutos.

Lavar 3 minutos con agua de la llave,

Pasar por agua destilada.

Tefiir con hematoxilina de Harris de 10 a 15 minutos.

Lavar con agua corriente y después con agua destilada por
3 minutos.

Decolorar con alcohol &cido al 1% durante 15 segundos.
Lavar con agua destilada rapidamente.

Agregar al tejido, agua amoniacal hasta obtener el viraje
(de pirpura a azul).

Lavar con agua corriente por 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada por 1 minuto.

Colocar las preparaciones en eosina durante 15 segundos a
Z minutos.

Eliminar el exceso con alcohol al 70%, durante 2 minutos

agitando continuamente.



STA TESIS MG DERE
| SR DE U4 DIIGTECH

Aclarar en xilol, 2 cambios de 3 minutos cada uno.

Montar con resina & bilsamo de Canadd.
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