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ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL SOBRE LA MUERTE CELULAR ERL TEJIDO
PERITUMORAL DE PACIENTES CON ADENOCARCINOMAS DE C@N Y RECTO.

ISierra, S.!Roschman-Gonzalez, KSardifias, C}Finol, H.
Centro de Microscopia Electrénica, Facultad de € UCV.?Unidad de Coloproctologia del
Hospital Universitario de Caracas.
E-Mail: hector.finol@ciens.ucv.ve

Los tejidos no invadidos que circundan al tumomario han sido considerados como normales, aun
cuando también se ha sefialado la presencia de aidades en los mismos. Con el presente trabajo se
intenta estudiar los procesos de autofagia, apspgagecrosis que conforman cuadros de muerteaselul
en el tejido peritumoral de pacientes con adenouwamtas de colon y recto. A tal efecto, se obtuvieso
biopsias de pacientes (2 femeninos y 3 masculides¢dades comprendidas entre 40 y 70 afios de edad,
diagnosticados con adenocarcinoma de colon y réet@dos previamente a la cirugia con quimio y
radioterapia. Adicionalmente, se tomaron 4 biopdegpacientes no tratados con ningun tipo de droga
antineoplasica ni radioterapia (controles negajivbas biopsias se procesaron de acuerdo al método
rutinario para la Microscopia Electronica de Traisgdn. Las alteraciones observadas en nuestra
investigacion incluyeron: cuadros de atrofia emledl musculares lisas con incremento significatigo
vacuolas autofagicas, presencia de cuadros apogaoein linfocitos, degeneracion con subsiguiente
necrosis en las células musculares lisas, en taac@®n amielinica y en algunos infiltrados celatar
Aun cuando los capilares mostraron diferentes alienes (engrosamiento del endotelio,
prolongaciones del mismo hacia la luz del vasojsiéh de la luz, engrosamiento y reduplicacion de
membrana basal), en los mismos no se observo iedissos resultados apoyan a otras investigaciones
en el sentido de que los tejidos que rodean aethfes tipos de tumores primarios no son normales,
siendo sumamente importante estudiar su ultraésteugara un mejor conocimiento del proceso
tumoral.

Palabras claves: tejidos peritumorales, muertdarelultraestructura.
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CAPITULO I.
INTRODUCCION, ANTECEDENTES Y
JUSTIFICACION



INTRODUCCION

El conocimiento que se tiene sobre el cancer es amiiguo, habiendo sido descritos los
hallazgos de la primera diseccion de un cuerpo honcan tumores desde hace 500 afios A.C. En esa
diseccion se describia la presencia de una pratnbier superficial grande y con ulceraciones que no
podian ser curadas, conocida actualmente como asmaplCien afios mas tarde (400 afios A.C.),
Hipocrates y sus discipulos le asignaron el nordbreancer (cangrejo) a la enfermedad por su Suahilit
con las extremidades de los cangrejos (Manza20iid). El término de neoplasia significa “nuevo
crecimiento”, habiéndose empleado para identifiracesos tanto malignos como benignos (Alberts y
col., 1994).

Las ideas fundamentales concernientes al cancesnfuetroducidas a finales del siglo XVIII,
por Biichart, quien fue el primero en describic&hcer como tejido anormal desarrollado de una raane
similar a los tejidos normales del cuerpo. Mas dafdirchow en sus observaciones microscopicas
encontrd una alta correlacidon entre el cancerigflamacion e irritacion cronica. El perfeccionamio
del microscopio, la creacion de la teoria celumiSghleiden y Schwann vy la invencion del micratom
suministraron las bases metodolégicas y conceptymen la realizacion de un estudio adecuado sobre
aspectos estructurales de las neoplasias (Co888).1

De esta manera, el cancer es una enfermedad cerad#epor la proliferacion incontrolada e
inadecuada de células que morfolégica y funcionateneon inmaduras y aberrantes, con capacidad
para invadir los tejidos adyacentes y diseminarsdistancia (Fidler y Hart, 1982; Paweletz y
Boxberger, 1994, Mira y col., 2000, Tonino, 20@.el cancer, las células comienzan a prosperar de
forma individual y a expensas de sus vecinas, cando en la destruccion y muerte tisular

generalizada.

ETIOLOGIA Y PATOGENIA DEL CANCER

La etiologia de esta enfermedad se encuentra dso@aun amplio espectro de factores
ambientales y condiciones del individuo dentroatedue se encuentran la predisposicion genétiaa y |
condicion inmunologica (Correa, 1996; Risques, 208iazzouzi, 2006). El proceso evolutivo y la
progresion del tumor pueden generar diversidad 6gich rapidamente, surgiendo asi un
comportamiento invasivo, llamado también infiltcacide la célula tumoral y subsecuentemente, la
produccién de metéstasis (Liotta y col. ,1983; €any col., 1998; Finol y col., 2001).
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Las neoplasias contienen una variedad de subpobkgide células con comportamiento
bioldgico diferente, siendo las células tumoraletetogéneas en relacion a caracteristicas metabglic
grados de radiosensibilidad, receptores hormonaleética y crecimiento celular e inmunogenicidad.
Por otro lado, las células tumorales pueden lograntener su crecimiento anatomico por dos vias:
activacion de oncogenes promotores de crecimigipiar inactivacion de genes supresores de tumores
(Duffy y col. ,2008). Los primeros promueven el an@ento celular, y los segundos lo inhiben
mediante la codificacion de proteinas que actuamodoarreras para la proliferacion celular induceend
el proceso de apoptosis (Risques, 2001). Este allfinoceso también es llamado “muerte celular
programada” y esta regulado genéticamente, siemdeogado por la presencia de anormalidades
celulares que ocurren tanto en el interior com@xerior celular, como por ejemplo dafios al ADN,
proliferacién aberrante, y condiciones de anoxia.ld&apoptosis se describen los siguientes procesos
morfolégicos: contraccion celular, condensaciéraderomatina, fragmentacion del ADN, y formacion
de cuerpos apoptoticos limitados por membrana @tasa) lo que impide el escape de su contenido al
espacio extracelular y conservacion de organel@y/ifB y col., 2008). Estudios recientes destacan la
importancia de estudiar el proceso de sefializad@nproteinas apoptéticas como biomarcodores
prongsticos en cancer colorrectal (Suzanne y Jo@€9).

La evidencia sugiere que las células tumoraleagque se ha desactivado el proceso apoptético
pueden ser desviadas a la necrosis, que tradiniené ha sido considerada como una forma de muerte
no programada de las células implicadas en log@&staatoldgicos (DeVita y col., 2008). La necr@ss
una forma de muerte celular que resulta de un poopesivo, accidental y que es consecuencia de la
destruccion progresiva de la estructura con altamadefinitiva de su funcién. Este dafio es
desencadenado por cambios ambientales como lams&guegemperaturas extremas, traumatismos
mecanicos e infeccion. En este proceso se dedurnbbazon rapida de la célula, alteracion morfaagi
y funcional de los organelos, pérdida de la intigli de la membrana plasmaética, y liberacion del
contenido celular al medio exterior lo que deseanadina respuesta inflamatoria aguda (DeVita y col.
2008).

Un segundo programa de muerte celular programaddeeominado autofagia, el cual parece
desempefiar un papel clave en la eliminacion ddaséindeseables en diversos tejidos en todo el
cuerpo. Este programa suele ser activado cuand®laklss sufren deficiencia de nutrientes, porue q

digieren sus propios organulos intracelulares eruslas autofagicas con el fin de reciclar y recoger
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diversas especies quimicas que pueden ayudar sapsuvivencia (DeVita y col., 2008; Suzanne y
Jochen, 2009).

La célula tumoral tiene una amplia flexibilidad paadaptarse a los requerimientos de su
ambiente, siendo mas indiferenciada que la célimal adulta (Paweletz y Boxberger, 1994). Por otro
lado, no solo la flexibilidad de la célula tumoiabividual es la que interviene, sino también la
variabilidad de la poblacion completa de célulasdrales, haciendo a las células tumorales mas
adaptables que las células normales.

CLASIFICACION DEL CANCER

En general la tasa de crecimiento de los tumoréd esrrelacionada con su nivel de
diferenciacion, de manera que los tumores malignesen mas rapido que los benignos, existiendo en
este sentido un amplio rango de comportamientovguiesde las lesiones mas agresivas y repentinas a
las que entran en periodo de dormancia. Existeaoi@ia variedad de tipos tumorales clasificados en
distintas categorias de acuerdo con los critetiiigados, por ejemplo, la histogénesis (tejidoodigen
y tipo celular), el comportamiento biolégico (bemgo maligno), el grado de diferenciacion, la
ubicacion anatomica (6rgano o regidn), objetivoscdptivos relacionados con forma y funcion
(papilar), asi como algunos tumores se clasificaonanicamente (sarcoma de Swing, linfoma de
Hodgkin y otros) (Correa, 1996).

Los canceres provenientes del tejido mesenquirefitidt conectivo o musculo) son llamados
sarcomas, cuyo significado etimoldgico proviendadpalabra griega “sar” (fibroso). Los neoplasmas
malignos que se originan de células epiteliales llemnados carcinomas, siendo la forma mas comun de
la diseminacion inicial a través del sistema licfépara posteriormente hacer metéstasis (Allyerts.
,1994; Stevens y Lowe, 1997; Longatto-Filho y c2008). Cerca del 90% de los canceres humanos son
carcinomas, quizas porque la mayor parte de laf@ration celular ocurre en los epitelios o porglie
tejido epitelial esta expuesto con frecuencia @asdiormas de dafios, tanto fisicos como quimices qu
podrian favorecer el desarrollo de este tipo deardfAlbertsy col. ,1994).

Dentro de los carcinomas mas frecuentes encontrdososdenocarcinomas, los cuales son
tumores de_célulaspiteliales malignas, originAndose del epiteliandular de las mismas (Stevens y
Lowe, 1997, Thackery, 2002).
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IMPORTANCIA

El cancer es la segunda causa de muerte en Veagsiegido solo superado por enfermedades
del corazon (Capote, 2006,2008). A nivel mundiataecinoma del sistema digestivo constituyé para e
afio 2001 la principal causa de muerte por cangands el carcinoma de colon y recto, una de las
malignidades con mayor prevalencia (Andrade y Per20D07; Longatto-Filho y col., 2008). El cancer
de colon y recto representa en nuestro pais la maga@encia después de los tumores de pulmén,
prostata y estbmago en los hombres, y luego déocutrino y mama en mujeres. En el afio 2007 el
cancer de colon y recto para la poblacion masculima una mortalidad estimada de 588 casos dentro
de 9257 muertes a causa de cancer, y para la pobfgmenina, un total de 645 muertes dentro de
9300 casos de muertes estimadas por cancer (Cege

Alrededor del 40% de los tumores malignos de celstdn situados en el recto (Rosito y col.,
2005) y es la tercera causa de muerte por canadrreundo con una tasa de incidencia 10 vecesmayo

en paises desarrollados que en paises en des@p@iiomo y col. ,2005).

CARACTERISTICAS GENERALES

El recto es la seccion del tracto gastrointesta@ide las heces son retenidas antes de ser
expulsadasgel organismo a través del ano, por lo que representa €l segmento preterminal del tubo digestivo,
alojado en la excavacion pelviana. Mide de 10 acibde longitud y se extiende desde el colon
sigmoideo hasta el diafragma pélvico (Wolpin y ,c@007); estd ligeramente dilatado en su parte
inferior formando la ampolla rectal. Los ultimoscéh del recto constituyen el canal anal (Figura 1)
(Fawcett, 1995).
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Figura 1. Anatomia del aparato
digestivo inferior. (Modificado de
http://www.cancer.gov/espanol/pdg/tr

atamiento/recto/patinent)

Transverso

Aczcendente

= Dlescendente

Sigmoide

La mucosa es el tejido del epitetjae tapiza el interior del recto y que esta aslacenumerosas
glandulassecretoras de mocha mucosa del recto es semejante a las del coéwo,sus criptas (criptas
deLieberkunhn o glandulas intestinales) son algo mas largas ¢eaw1995). Esta capa interna es lisa,
ya que no hay pliegues ni vellosidades como entetiino delgado.

La lamina propia es un tejido conjuntivo laxo queipa los intersticios que quedan entre las
criptas deLieberkunhn(Fawcett, 1995); contiene humerosos vasos sangiinkafaticos. En la lamina
propia siempre hay algunos nodulos linfoides dspe que pueden penetrar profundamente en la
submucosa.

Por su parte, lmuscularismucosaamide en promedio 38 pum de grosor y esta formadaquims
de fibras elasticas y por dos capas, una circotarria y otra longitudinal externa, de musculo. |Esta
puede enviar delgados fasciculos de células mussulacia la superficie de la mucosa (Fawcett, 1995
Por su parte, los linfaticos que acompafan anlascularismucosaeno se extienden hacia la lamina
propia.

La submucosa esta compuesta por tejido conectivieradamente denso y poco ordenado,es
rica en vasos sanguineos, linfaticos y nervioslEacto no existe serosa, pero una gruesa cagasa
lo adhiere a la capa muscular denominada adventicia

Actualmente se sabe que la mayoria de los canderescto comienzan como un polipo, una

masa de tejido que sobresale de la membrana mdebsacto y crece hacia el centro del mismo. Estos
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altimos son conocidos como adenomas, precursaksalcinoma (Risques, 2001), los cuales son

tumores benignos que progresan gradualmente astrdwi incremento de tamafio, displasia y la
adquisicion de prolongaciones (Fearon y col., 180h y col., 2001). Mas del 95% de los tumores

cancerosos del recto son adenocarcinofitscelloy Schoetz,1997; Kang y col., 2007; Chen y Lai,
2009) los cuales se originan en el epitelio glanduladadenucosa colorrectal, invaden la pared, se

infiltran hacia la lamina propianuscularisnucosaela submucosa, y capas mas externas.

GRUPOS DE ALTO RIESGO Y MANIFESTACIONES

Existen diferentes condiciones de predisposici@ mueden incrementar el riesgo de desarrollar

cancer de recto, entre las cuales se encuentran:

= Tener 50 afios de edad o mas (Risques, 2001).

= Historia familiar de cancer del colon o del recimfrea, 1996).

= Historia de colitis ulcerosa como enfermedad asiacia

= Colitis granulomatosa como enfermedad asociada.

= Historia de cancer genital femenino o de mama (Barféy Lang, 1991; Fuchs y col., 1994)

= Ciertas condiciones hereditarias, tales como psifpadenomatosa familiar y cancer de colon
hereditario sin poliposis (HNPCC; sindrome de Lyn€Fhorson y col., 1999; Risques, 2001;
Smith y col., 2001; Alazzouzi, 2006)
Sobrepeso/ obesidad (Paramo y col., 2005; Chex,\2009).

De manera adicional se ha demostrado experimemnignogie en presencia de transito lento de
las heces, los acidos biliares pueden ser caramodgeDurante la retencion prolongada de las heces
aumenta el tiempo de contacto de la mucosa dedtintecon estas sustancias, incrementando su accién
sobre las células epiteliales, lo que puede provecallas la transformacion cancerosa (Correa)199

El adenocarcinoma de recto crece lentamente (Chkayy 2009), para luego de un tiempo
prolongado alcanzar el tamafio en el que se prodosesintomas. Durante esta fase asintomatica el
diagnostico depende de un examen sistematico, ydouaparecen los sintomas, éste depende de la
localizacion de la lesion, del tipo de tumor y desktension del mismo (Correa, 1996). Los tumoees d

recto se presentan con dolor local, proctorragiarasgdpica (hemorragia anal), y tenesmo con
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sensacion rectal de evacuacion incompleta. Los resncectales que han avanzado mas alla de los
ganglios linfaticos locales, pueden mostrar unasion perineural con dolor molesto (Correa, 1996).

Entre las pruebas que se utilizan para diagnostiaacer del recto se encuentran examen digital
del recto, enema de bario, sigmoidoscopia, colamacy biopsia (Del Castillo, y col., 2002; Piero y
col., 2005; DeVita y col., 2008).

Los procedimientos de extension comprenden tomiagcaimputarizada, resonancia magnética
de pelvis, uso de marcadores tumorales y ecogeatiascopia (Snady y Merrick, 1998; Del Castillo, y
col., 2002; Siddiqui y col., 2006; DeVita y colQ(B).

DISEMINACION DEL CANCER

El cancer crece por la invasion progresiva y destém de los tejidos adyacentes a los tumores
primarios o por metastasis (Correa y col., 1998pFy col., 2001). La invasion del tumor puede ser
definida como la migracion activa de las célulasptésicas fuera del tejido de origen y dentro de
tejidos adyacentes de diferentes tipos (Liottaly ¢983).

La metastasis o dispersion del cancer desde ebrtyrimario hacia 6rganos distantes
(Ruoslahti, 1996; Yamaguchi y col., 2005; Duffy gl.c 2008, Longatto-Filho y col., 2008), es la
principal causa de muerte en pacientes con mahlgnida metéstasis ha sido resumida como una serie
de procesos secuenciales e interrelacionados qley@m disociacion de las células malignas en el
tumor primario, invasion local, angiogénesis (focda de nuevos vasos a partir de los preexistentes)
invasion de las células dentro de la vasculatusgsstema linfatico, supervivencia en estos canales,

extravasacion, y proliferacion a sitios distanfesffy y col., 2008; Caruso y col., 2008).

ESTADIOS DEL CANCER DE RECTO

El prondstico del cancer rectal esta claramengei@hado con el grado de penetracion del tumor
a través de la pared intestinal y la presenciaseratia de complicacion ganglionar (Nelson y col.,
2001). Estas dos caracteristicas forman la basetpdos los sistemas desarrollados para claseésiar
enfermedad.

En este sentido, las clasificaciones mas utilizaslascancer colorrectal son: la de DUKES

modificada en 1974 por Gunderson y Sosin, el s&stéMM, y la clasificacion Astler y Coller. (Piero y
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col., 2005; Andrade y col., 2007). En especificarapel caso de cancer de recto el sistema de DUKES

detallado a continuacién, es el mayormente utitizaara su clasificacion.

Clasificacion de Dukes modificada por Gundersomsirs(1974):

En la figura 2 se muestra un esquema donde sesegan los diferentes estadios segun esta

clasificacion en la evolucion del cancer de reptaliéndose apreciar algunos de los siguientesiestad

A - Tumor limitado a la mucosa, no invade los gandlidéticos. (Estadio I).
B1 - Tumor mas alla de la mucosa pero limitado a lagartestinal, no invade los ganglios linfaticos
(Estadio II).
B2 > Tumor mas alla de la pared intestinal, no invéme ganglios linfaticosB2m extension
microscopica.
B3 = Tumor invade érganos adyacentes al igual que genigifaticos.
C1-> B1 coninvasion a ganglios linfaticos
C2-> B2 con invasion a ganglios linfaticdd2mB2mcon invasion a ganglios linfaticos. (Estadio IlI).
C3-> B3 con invasion a ganglios linfaticos.
D - Metéstasis a distancia (Estadio V).

Es importante sefalar que el caso del estadiepbesentado en la figura 2 se encuentra
representado por células anormales en el revestionieas interno del recto sin invasion de la lamina
propia. Estas células anormales se pueden volveremasas y diseminarse hasta el tejido cercano

normal. El estadio 0 también se llama carcinomsitu.
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Figura 2.Evolucién del cancer de recto. Las células casesrpenetran en las capas que forman la pared del
recto y se diseminan hacia los ganglios linfaticasros érganos. (Modificado de
http://www.cancer.gov/espanol/pdg/tratamiento/rétatient/page2#)

CANCER DE RECTO RECURRENTE

Cancer del recto recurrente significa que el cahaeruelto (reaparecido) después de haber sido
tratado. Puede volver al recto o a otras partescadetpo, como el colon, la pelvis, el higado o los
pulmones.

Después del tratamiento, las evaluaciones periggicaden conducir a la pronta identificacion y
control de la enfermedad recurrente (Khoury y ci96). Sin embargo, el impacto de tal seguimiento
en la mortalidad general de los pacientes con cdaectal recurrente esta limitado por la proporaién

pacientes en quienes se encuentran metastasigdoleas potencialmente curables.
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ASPECTOS GENERALES DE LAS OPCIONES DEL TRATAMIENTO

Existen diferentes tipos de tratamientos para toliss pacientes con cancer del recto,
utilizandose principalmente tres tipos de tratamaiestandar (Chen y col., 2009):

Cirugia

La cirugia es el tratamiento mas comun para toaketapas de cancer del recto (Chen y Lay,
2009). El abordaje quirargico del tratamiento ves#gun la localizacion, el estadio y la presencia o
ausencia de caracteristicas de alto riesgo y punetlér los siguientes procedimientos (Balch y col.
2006):

Excision local si el cancer se encuentra en una etapa inigulipo (Mellgren y col., 2000;
Piero y col., 2005), la operacion se denomina potipmia (Bailey y col., 1992; Seitz y col., 2004).

Reseccionsi la magnitud del cancer es mayor, el médico bagareseccion del recto. Luego, el

médico realizar4 una anastomosis, que consist@iertan costuras las partes sanas del recto, umiend

lo que quedo6 del recto al colon o cosiendo el ratemo (Figura 3(DeVita y col., 2008
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Figura 3. Cirugia del cancer de recto con anastmmn®e extirpa el recto y parte del colon y luego s

une el colon al an(Modificado de http://www.cancer.gov/espanol/pdafdmiento/recto/Patient/page4).
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Reseccion y colostomiai el médico no puede coser el recto, hara undwabgestoma) en una

parte exterior del cuerpo para permitir el pasoddsechos. Esta operacion se llama colostomia
(Thackery, 2002).

Radioterapia

La radioterapia consiste en el uso de fotones $rayp gamma) o particulas (protones,

electrones), con produccion de alta cantidad degéneyara eliminar células cancerosas y reducir
tumores (DeVita y col., 2008). EI ADN es el blarwdico de esta terapida radiacion puede provenir

de fuera del cuerpo (radiacion externa) o de naésriradiactivos colocados directamente en el tumor
(braquiterapia o radiacion interna o de implante).

Una vez decidido someter al paciente a radioterapideben llevar a cabo una serie de procesos
previos. Primero debe conocerse exactamente ldizacién del volumen blanco, asi como la dosis
limite y los tejidos normales atravesados. La tamidg computarizada (TC), ha contribuido
enormemente a la localizacion de los tumores, piermio conocer con mayor detalle la localizacién de
los tejidos normales (Thackery, 2002; DeVita y,c2008).

Los tejidos normales que limitan lasidade radiacion a administrar pueden estar tashogral
tumor que cualquier volumen de irradiacion del dupuede incluir a estos tejidos normales, lo que
contribuye a una complicacion. La alta aceleradérios electrones que acompafian a los rayds
permiten atravesar la molécula de ADN en alredeléot0™® segundos y en 18 segundos a la célula.
Los efectos secundarios, como la muerte celulacoeypensada por la proliferacion de las células, y
esto ocurre tanto en los tejidos normales comoosrtumores. La proliferacion celular en el tejido
normal es contraria a la del tumor, altamente drgala y controlada (Gordon, 2002).

Durante una tanda de irradiacion fratada, la respuesta del tumor y del tejido normpedde
de la posible existencia de proliferacion celularelas fracciones, con lo que aumentaria el narder
células expuestas a la radiacién. Una célula afagta@r la irradiacion puede dividirse una vez o mas
antes de que toda su progenie se convierta eril;dst@ue significa que la célula irradiada no gzera
alterada hasta que se lleve a cabo por lo menogtara division.

La irradiacion y la cirugia pueden tomarse de muchos modos distintos, y la razon géroe
ello es que la falla de estas dos técnicas ocunieedes diferentes. La irradiacion raramente fatiala

periferia de los tumores donde las células sonsascan numero y bien vascularizadas, en tantogjue e
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frecuente la falla en el centro del tumor, donde Uaa gran cantidad de células tumorales a menudo e
condiciones hipoxicas. Por el contrario, la ciruggahalla frecuentemente limitada por la necesittad
preservar los tejidos sanos adyacentes al tumarrddiacion puede darse antes o después de lgiziru
(Dahlberg, 1999, Thackery, 2002; DeVita y col., 00

Quimioterapia

La quimioterapia consiste en el uso de farmacoa pbminar células cancerosas (Thackery,
2002). Puede tomarse en forma de pildoras o admairie en el cuerpo por via intravenosa o
intramuscular. Casi todos los farmacos anticanosra®mparten dos propiedades comunes: actian
sobre la sintesis de ADN y no afectan a las céletaseposo a no ser que dichas células se dividan
inmediatamente después de la exposicion al farmaco.

El efecto destructor de los agentes quimioteragesitiel cancer tiene una selectividad definida
para las células cancerosas respecto a las célotatales del huésped. Sin embargo, investigadores
como Bruce y col. (1966), determinaron que estetefeariaba considerablemente dependiendo de si
actuaban durante una fase especifica del cicldacetu afectaban también a las células en fase de
reposo, por lo tanto, la interrelacion entre lam@cocinética del farmaco anticanceroso y la ciaétic
celular es primordial para la quimioterapia antegz@onsa (DeVita y col., 2008)

En general, la exposicibn a estos farmacos presupon conocimiento basico sobre los
constituyentes celulares, el esquema fundamentaladgintesis de ADN, ARN, proteinas, y los
principios fundamentales sobre el transporte, nodiaho y excrecion de los mismos para asi realizar
un ajuste de las dosis.

Finalmente, dado que la mayor ventaja de la querapia es que se distribuye ampliamente por
todo el cuerpo, la combinacién de la radioterapidayquimioterapia puede aumentar el indice
terapéutico (Labianca y col., 1997). Al igual g@ecbombinacion de la cirugia y la irradiacion, los
volimenes efectores de la quimioterapia son difegery en el caso del colon, puede aumentar la
supervivencia porque la quimioterapia es efectpara micrometéstasis ocultas fuera del campo de la
irradiacion (Thackery, 2002).
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ANTECEDENTES

Los tejidos no invadidos que circundan al tumomparo (peritumorales), son considerados
usualmente como tejidos normales (Paweletz y Bgdoerl994). Estos mismos autores sugieren las
mismas caracteristicas para el caso de los tejildamiios a las metastasis. Sin embargo, otroseauto
reportan lo contrario en diferentes tipos de tuma@mo en fibrohistiocitoma maligno (Finol y col.,
1994), en donde se observaron alteraciones del ulaissquelético como desorganizacion de los
sarcdmeros, asociaciones de tubulos T, vacuolizaeiddente, mitocondrias edematizadas, cuerpos
laminares, degeneracion de los terminales axonaugosamiento de la membrana basal de capilares,
con hipertrofia endotelial y oclusion de la luzobafios mas tarde, en carcinomas gastricos (Tgnino
col., 1996), se evidencian alteraciones como inerdm de reticulo endoplasmatico rugoso (RER),
disminucion de elementos del sistema contractilfocondrias edematizadas, mionucleos con
pleomorfismo y en algunos casos pignoticos, mengblkasal interrumpida y disminucion aparente de
desmosomas.

En el afio 2001, estudios realizados en carcinespénocelular de lengua (Lamura y col.,
2001), reportan la presencia de proliferacion dmioelos como vacuolas autofagicas, lisosomas de tip
primario y granulos de lipofucsina. Las mitocondrs@ mostraron con formas irregulares y edematizada
tanto en el sistema contracti como en el sarcdémbexhibiendo un aspecto desorganizado,
desaparicion de miofibrillas y ndcleo con bordesgulares con abundante heterocromatina.

Luego, en adenocarcinomas de prostata (Finol y 2@03); se presentan en las zonas no
invadidas o “normales” alteraciones significativdsaestructuralmente dentro de las cuales se taepor
atrofia en las células musculares lisas, dismimucé caveolas, mitocondrias edematizadas, pérdida
parcial de polisomas, abundantes figuras mielinicasuolas autofagicas, interrupcién y pérdidaade |
membrana basal y alteraciones antes reportadagladei la vasculatura. Con respecto a las metastasi
en adenocarcinomas de colon, en higado se hantdssfectos de las células metastasicas sobre los
hepatocitos de parénquima no invadido designado® @lectos perimetastasicos (Correa y col., 1998),
donde se observan entre otras alteraciones antexianadas, mitocondrias con inclusiones
paracristalinas con marcado pleomorfismo, cuerpdasivasiculares y granulos de lipofucsina.

En relacion a los trabajos mencionados anteriorepeiaibe dstacar que los pacientes de quienes
provinieron las biopsias no fueron tratados corniorado quimioterapia, por lo que se considero

interesante realizar el presente trabajo despulesdeatamientos.
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JUSTIFICACION

Este trabajo constituye una continuacion de lasstigaciones que sobre la ultraestructura de
los adenocarcinomas y leiomiosarcomas gastrointdei se han venido haciendo en el Centro de
Microscopia Electronica de la UCV. Las mismas hantuido efectos peritumorales (Tonino y col.,
1996), ultraestructura de metastasis de leiomiosa@s en higado (Finol y col., 1997) y efectos
perimetastasicos de adenocarcinomas (Correa yl€88). Adicionalmente, con este trabajo se intenta
ampliar el conocimiento que sobre la ultraestmactde los tumores gastrointestinales existe
actualmente, conocimiento que es importante dadoalla incidencia actual de los tumores
gastrointestinales en Venezuela.

En vista de lo referido en la seccion de “Antecéet®n dada la carencia de estos estudios en
pacientes tratados con radio y/o quimioterapiacasesiderd importante realizar el trabajo en biagpsia

provenientes de ese tipo de pacientes.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

» Describir las alteraciones ultraestructurales etumlor y regiones peritumorales en pacientes
tratados con Quimioterapia y Radioterapia afectatws Adenocarcinomas (ADC) de recto

medio y bajo.

Objetivos Especificos:

» Determinar las alteraciones presentes en las séégdeliales, microvasculatura e innervacion
en el tumor de pacientes tratados con Quimiotenapladioterapia afectados por ADC de recto
medio y bajo. Adicionalmente, se estableceran coagmanes con tejidos de pacientes con
tumores no tratados.

e Determinar las alteraciones de la musculatura liggido conectivo, microvascultura e
inerviacion presentes en regiones peritumoralegasientes tratados con Quimioterapia y
Radioterapia afectados por ADC de recto medio yo.bdsi mismo, se estableceran
comparaciones con tejidos peritumorales de paderddratados.

« Evaluar la presencia del infiltrado celular mondeacen las areas tumorales y peritumorales de

pacientes tratados y no tratados.

» Estudiar la posible presencia de procesos apopsoycnecréticos en las areas tumorales y
peritumorales de pacientes tratados y no tratados.
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MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico.
Para la realizacién del presente trabajo de inyasitin se emplearon 5 biopsias de recto
provenientes de 2 pacientes femeninos, y 3 massjlton edades comprendidas entre 40 y 70 afos,
diagnosticados con Adenocarcinomas (ADC) de re@diony bajo con estadios C y D correspondientes
a la clasificacion de DUKES (modificada en 1974 gaunderson y Sosin), quienes fueron remitidos al
Hospital Universitario de Caracas, recibiendo tra¢mtos de quimio y radioterapia previos a la diaug
Por su parte, los controles negativos (pacientetratados) utilizados para esta investigacion,
correspondieron a 4 biopsias de colon proveniedeepacientes de sexo masculino, con edades
comprendidas entre 45 y 75 afios, diagnosticado&denocarcinomas (ADC) de colon con estadios C
y D.

Las tomas se realizaron en el momento en que srgas fueron intervenidos quirdrgicamente
y fueron mantenidas en solucion fijadora hastaalley laboratorio donde fueron procesadas todas las

muestras.

Disefio Experimental

Luego de obtenidas las biopsias, fueron seccionadasuestras a diferentes profundidades de
la zona tumoral, asi como también diferentes pdifiades y distancias a nivel peritumoral como se
muestra en la Figura 4. Seguidamente las muestessrf procesadas para microscopia electronica de

transmision.
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Figura 4. Esquema representativo del corte deelasanes para el corte fino.
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Microscopia electrénica de transmision:

La técnica de corte fino consta de los pasos a@eidii, deshidratacion, infiltracién, inclusién,

corte y contrastacion.

Fijacion

La fijacion se realiza con la finalidad de consetaa células y tejidos en un estado similar, en
morfologia y composicién quimica, al estado vivaraPesto, una de las cualidades que debe tener un
fijador es la rapidez; las células se deben matdijay antes de que aparezcan los fendmenos
autoliticos. Ademas, el fijador debe poseer altdepale penetracion para asegurar la fijacion ctarec
de las capas mas profundas del tejido a ser pestmnconservando en lo posible, los detalles que
presentabam vivo.

Como primer fijador se empled la solucion de Kaskyv (gluteraldehido al 2,5% vy
formaldehido al 37%) en buffer fosfato Millonig {Mnig, 1961), siendo el pH de 7,4 y la
osmolaridad 320 mOsm. Se empleara una osmolaridgdmgue la del plasma de los mamiferos, por
cuanto en el rango utilizado no se adviedBod tisular, y ademas, se evita que la solucion
fijadora que alcanza las regiones centrales demlgstra esté muy diluida. No se incluye lan
osmolaridad total, la contribucion del glutar&li®, ya que no constituye factor importante en la
presion osmotica efectiva (Arborgh y col., 1976).gikitaraldehido como agente fijador tiene como
finalidad establecer puentes de entrecruzamiemdasoproteinas. Se enlaza a los grupos aminasde la
proteinas. Especificamente, el grupo aldehido m@a@acon el grupo amino de la lisina ubicada en
proteinas adyacentes originando asi los puentestdecruzamiento (Bozzola y Russell, 1992).

Una vez extraidas las muestras del tejido se sojeta una superficie de corcho en donde se
fijaron por 5 minutos, luego se corto el tejidotestitos de 1mm x 2mm continuandose la fijacion en
frasquitos de 10ml hasta completar los 45 minugsieridos. Al cabo de ese tiempo, las muestras se
lavaron en buffer fosfato y se postfijaron en @tido de osmio al 1% en el mismo buffer y bajo las
mismas condiciones de osmolaridad y pH. La posifiiase prolongé durante 1 hora, prosiguiendo con
un lavado en agua destilada. El postfijador reaecioon las moléculas lipidicas de la membrana
plasmatica.

El uso de agua destilada para lavar el materigue la fijacion en Os(3e justifica por cuanto

la técnica de corte fino incluye un paso de cotdacidn con acetato de uranilo al 3% en agua, siendo
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bien sabido que elUO,(CH;COO)-2H,0 reacciona con los grupos fosfatos del buffer(Gingbw
Wolosin, 1979; Ting-Beall, 1980).

Deshidratacion

La deshidratacion es un proceso de sustitucioragieh intracelular por un liquido que actla a
modo de solvente entre el medio celular acuoso edma de inclusion. Utilizaremos etanol como

agente deshidratante, siguiendo el protocolo:

Etanol al 50% en agua........... 2 cambios (5min/cambio).
Etanol al 75% en agua...................... 1 cambio (5min.).
Etanol al 95% en agua..................... 1 cambios (5min).
Etanol al 100%.................... 2 cambios (5min/cambio).

Infiltracion
Puesto que el etanol es poco soluble en la regibaia, la infiltracion logra, mediante un

compuesto intermedio entre el etanol y el epdmistibilidad. Los pasos a seguir son:

Oxido de propileno............ 2 cambios (15min/cambio).

Oxido de propileno-epén (1:1)......... 1 cambio (30min).

Inclusion

El proceso de inclusién, consiste en la sustitudiéna mezcla oxido de propileno-epon por la
mezcla de la resina que polimeriza bajo condicigoegiculares. La inclusion de la muestra en un
soporte solido permite obtener cortes finos. Artesla inclusion, se efectuaron 4 cambios en resina
de 30 minutos cada uno (Luft, 1961). La resina zone los siguientes componentes: EMBed-812
(EMS, HARTFIEL, PA), NMA, DDSA y DMP-30.

Tanto para los pacientes tratados como para ldseatadlos (control negativo), se obtuvieron 50
bloques.
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Corte y contraste

Los cortes ultrafinos (60—90 nm) fueron obtenidms cuchilla de diamante acoplada a un
ultramicrotomo Porter—Blum MT2-B. Las seccionesdirse contrastaron con acetato de uranilo
(Watson, 1958) y citrato de plomo (Reynolds, 1963).

El modo de acciobn de estos contrastantes no seceonon exactitud. No obstante, se
acepta que los iones uranilo reaccionan con lgsogrdosfato contenidos en los acidos nucleicos y
las proteinas, las cuales se tifien de modo impertaksimismo, los iones plomo se enlazan a
componentes cargados negativamente, tales congrdpss hidroxilo, asi como a las areas en las que
previamente se habia enlazado el osmio. Los grigsfatos también podrian estar implicados en este
proceso.

Los cortes se examinaron en un microscopio elecwéde transmision marca Jeol, modelo
JEM-1011, con voltaje de aceleracion de 80 kVrdgistro permanente se efectudé en negativos de
8,3x10,2 cm. Se obtuvieron para pacientes tratadostahde 150 micrografias electrénicas y para no
tratados un total de 50.

Analisis Estadistico:

Para el estudio de las variables: didmetro mayoegor del nacleo, diametro mayor y menor de
las mitocondrias, porcentaje de vacuolizacién, morde placas densas, engrosamiento de la membrana
basal y citoplasma endotelial del vaso, oclusionladéuz del vaso, diametro mayor y menor de
terminales nerviosos, diametro mayor y menor dmes, y la presencia de infiltrados; se realizaron
gréficas de error estandar que permitieron visagalas tendencias y comportamientos de estas \esiab
en el tumor, a diferentes distancias del mismoigflaencia del tratamiento.

Para establecer si los cambios y variaciones oadesvfueron estadisticamente significativos, se
empled una prueba de Andlisis de la Varianza (ANQW® dos factores. El primer factor de variacion
fue la condicién: tratados y no tratados; y el selgufactor de variacién correspondié a la zona
(tumoral, 1cm distal del tumor y 1, 2, 3 y 4 cmxinaales del tumor). La prueba se elabord con un

margen de confianza del 95%. Con el uso de prog&tatestica V.8.0 (http://www.statsoft.com/).
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CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSION



RESULTADOS

CUALITATIVOS

A continuacion se presenta una secuencia de mnaffag que evidencian, en términos
cualitativos, los cambios ultraestructurales queeerentan no solo los tejidos tumorales sino témbi
los tejidos que rodean al tumor en pacientes ge@a la cirugia fueron sometidos a tratamients d
radio y quimioterapia. Asi mismo, fueron comparactas nuestros controles negativos, pacientes que no

recibieron ningun tipo de tratamiento antineopldgievio a la cirugia.

Zona tumoral

Tanto en los pacientes tratados como en los nadwat mostraron células epiteliales con
abundante RER (Figura 3), granulos de secrecipios extraidos (Figura 1), pérdida de desmosomas
de punto (Figura 4), mitocondrias edematizadasu(B® 1, 3, 4 y 5), con baja densidad electrénica y
desaparicion de espacios intercrestas (Figurae®)e destacar que algunas de estas mitocondrias se
encontraron asociadas a RER y vacuolas (Figurdal)vacuolizacion en estos tejidos fue bastante
extensa, evidenciandose abundantes vacuolas autdagomplejas (Figuras 1,3 4 y 5), figuras
mielinicas (Figura 3) y granulos de lipofucsina. sLalcleos presentaron forma irregular,
hipercrométicos (Figuras 3, 4 y 5), apreciandosealgnnos casos una disposicidn irregular de los
mismos en el citoplasma celular y con pseudoinches (Figura 4).

En los pacientes tratados con quimioterapia yotarhpia, se evidenciaron luces de aspecto
coloidal rodeadas por células epiteliales neopasidispuestas de forma irregular y con pocas
microvellosidades (Figura 4). Asi mismo, fueroneafmdos algunos eventos apoptéticos en estos
mismos pacientes, los cuales incluyeron la preaetheilinfocitos apoptoticos fagocitados por ceélulas
neoplasicas (Figura 5) y cuerpos apoptoéticos eitaglasma celular.

La musculatura lisa tanto en pacientes tratado®@mmuestros controles negativos, presento un
proceso necrotico marcado. Este proceso incluyapdesion y desorganizacion total de los elementos
contractiles (Figuras 2 y 6), abundante vacuol@aqiFiguras 2 y 6), ribosomas libres (Figura 2),
mitocondrias degeneradas con pérdida de densidactr@lica, figuras mielinicas, granulos de
lipofucsina, desaparicion de placas densas y caerpqoérdida de la integridad de las membranas
celulares (membrana plasmatica y membrana basaf)icleos con contornos irregulares e

hipercrométicos en la mayoria de los casos.
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Por su parte, la microvasculatura de ambos tipgsmdientes, presentd alteraciones significativas
ultraestructuralmente dentro de las cuales se atrameel engrosamiento del citoplasma endotelial,
prolongaciones del mismo hacia la luz, proliferacide organelos, mitocondrias edematizadas y
degeneradas, nucleos alterados, oclusion de lalduzapilar, engrosamiento y reduplicaciéon de la
membrana basal. Igualmente, en el caso de la itiénjase observé degeneracion tanto de los
terminales nerviosos como de los axones, incluydamdasminucion de vesiculas sinapticas en el daso

los terminales y distribucion irregular de los dilamentos en los axones. El infiltrado celulatugs

constituido mayormente por neutrdfilos y linfocitos

Figura 1 Micrografia Electronica de Transmisién de pa&enb tratado con quimio y radioterapia

(control negativo) en |&ZONA TUMORAL . En las células epiteliales, se observan abunslante
fagolisomas (flechas) distribuidos en todo el dasma celular, lipidos (triangulo), mitocondrias

edematizadas (rectangulo) y nucleo (estrella).
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Figura 2 Micrografia Electronica de Transmisién de pa&enb tratado con quimio y radioterapia
(control negativo) en IZONA TUMORAL . Se aprecia un proceso necrotico con desaparicion
desorganizacion total de los elementos contradidliesulo) de las células musculares lisas. Asimis

se evidencian abundantes restos celulares en @plastma (flechas) y abundantes ribosomas
(rectangulo).
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Figura 3 Micrografia Electrénica de Transmision de pa@&@ematado con quimio y radioterapia en la
ZONA TUMORAL . Nétese a nivel de las células de la mucosa amntedRER (circulos), asi como
también procesos autofagicos (flechas) y figuraglinicas (rombo).Sus ndcleos también fueron
evidentes (estrellas). Las mitocondrias se encaergédematizadas, con disminucion de crestas y baja
densidad electrénica (triangulos).
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Figura 4 Micrografia Electronica de Transmisién de pa@enatado con quimio y radioterapia en la
ZONA TUMORAL . Notese la presencia de lugesleadas por células epiteliales neoplasicas con
pocas microvellosidades (circulos). El contenidcesi&as luces es de aspecto coloidal (estrella). La
disposicion de las células endoteliales es irrégelan mitocondrias edematizadas, desaparicion de
espacios intercrestas y vacuolizacion (rombos)yralg se encuentran asociadas a RER (rectangulo).
Los nucleos se presentan de forma irregular (tdkgy algunos hipercromaticos (flechas) y con
pseudoinclusiones (cuadrado). Los desmosomas d® fumacula adherens) son muy escasos
(elipse).
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Figura 5 Micrografia Electronica de Transmision de pa@entatado con quimio y
radioterapia en laZONA TUMORAL . Se aprecian linfocitos apoptéticos (estrellas), los
cuales se encuentran siendo fagocitados por lagdasétumorales. Igualmente se pueden
observar los nucleos de estas células neoplasfteshds), fagolisosoma (triangulo) y
mitocondrias edematizadas (elipse).
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Figura 6 Micrografia Electrénica de Transmision de pa@eratado con quimio y radioterapia en
la ZONA TUMORAL . Se puede observar un proceso necrético muy nmarcad elementos
contractiles de las células musculares lisas tetatien desorganizados (circulo), notandose una
disposicion circular de los mismos. La formacionvaeuolas autofagicas también fue evidente
(flechas).
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A nivel peritumoral
Las células musculares lisas tanto en los pacdragados como en los controles negativos,

presentaron un proceso necrotico muy marcado im@ndas mayores distancias tomadas (a 4 cm de
la zona proximal del tumor), los cuales incluyeatteraciones como desaparicion y desorganizacion
de los elementos contractiles (Figuras 10, 16339y 34), en algunos casos se pudo observar zonas
desprovistas de elementos contractiles ocupadaalpordante glucogeno (Figura 31), disminucion
de cuerpos Z y placas densas (Figuras 7,15, 1&12®6, 27, 28, y 29), pérdida caracteristica de
membranas celulares (Figuras7, 15, 16, 20, y 3@)osamiento de la membrana basal (Figura 22),
mitocondrias edematizadas y degeneradas, con desdpale espacios intercrestas (Figuras 7, 19,
21, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, y 33), vacuolizacg¥idente (Figuras 10, 15, 20, 25, 26, y 30),
granulos de lipofucsina (Figura 14), cuerpo muftigelar (Figura 27), figuras mielinicas, pocas
vesiculas pinociticas y caveolas encontrandoseatgedematizadas (Figuras 25, 28, y 29). El ndcleo
de estas células también presentd alteracionesficigivas incluyendo contornos irregulares,
hipercromasia, dilatacion y pérdida de la envolturelear (Figuras 10, 15, 19, 20, 21, y 28).

Asi mismo, fue observado abundante colageno espelcio extracelular (Figuras 22, 26, 27,
34, 35, y 36), material necrotizado (Figura 2facréfagos (Figuras 9, 13, 28, 30, 35, y 36),laslu
plasmaticas (Figura 9), plasmocitos (Figura 17ylacitotdxica natural o Natural Killer (Figura R4
mastocitos (Figura 30), y neutrofilos.

La microvasculatura, al igual que en la zona t@ahdanto en los pacientes que recibieron
tratamiento antineoplasico como en los que no,eptésalteraciones como engrosamiento del
endotelio (Figuras 12, 21, y 22), algunas uniometeliales (Figura 22), proliferacion de organelos
(Figura 12), mitocondrias edematizadas y degensréiéiguras 12, 13, y 32), prolongaciones del
endotelio hacia la luz del capilar (Figuras 14, {¥729), ndcleo con forma irregular con
heterocromatina periférica (Figuras 11 y 13), memnarbasal engrosada y reduplicada (Figuras 8, 9,

11, 14y 32), oclusién de la luz (Figura 12), guados pericitos pocos alterados (Figuras 14 y 29).
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Figura 7 Micrografia Electronica de Transmision de paigiemo tratado con quimio y radioterapia
(control negativo) & CM DE LA ZONA DISTAL DEL TUMOR . Se puede observar un proceso de
degeneracion con evidente pérdida y desorganizat@dios elementos contractiles de las células
musculares lisas con disminucién de cuerpos Z&negalos), placas densas (triangulo), y pérdida de
la membrana plasmatica y basal de estas célule=ulf®i Por su parte, se observan axones con
disposicion irregular de neurofilamentos (elipseitocondrias degeneradas (flechas) en las células
d Schwann que los rodean.
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En el caso de la inervacion, en ambos pacientespreeid no solo la degeneracion de los terminales
nervioso junto con la disminucion de las vesicdamspticas (Figuras 12, 18, 23, 25, 32 y 35) y
pérdida de membranas (Figura 18), sino tambiénelgeeracion de los axones amielinicos que
incluyeron la asociacion con vacuolas (Figura 28¢saparicion y desorganizacion de los
neurofilamentos y neurotibulos (Figuras 7, 23,25,y 35). Las células de Schwann presentaron

degeneracion en algunos casos, con mitocondrigsatidadas (Figuras 7 y 25).
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Figura 8 Micrografia Electrénica de Transmisién de pat&ero tratado con quimio y radioterapia

(control negativo) & CM DE LA ZONA DISTAL DEL TUMOR . Nétese la presencia de un vaso
con membrana basal engrosada (rectangulo) y reddgli (circulo). Se observan igualmente
granulos de lipofuscina (flecha) en el endoteliscudar, asi como también ndcleo con forma muy
irregular (estrella), y eritrocitos en la luz dake (E).
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Figura 9 Micrografia Electronica de Transmision de pa@endtado con quimio y radioterapia
al CM DE LA ZONA DISTAL DEL TUMOR . Se aprecia célula muscular lisa con placas
densas (flechas), y edematizacion de mitocondrestangulo). La membrana basal de un
capilar se encuentra engrosada (circulo) y enpEoés extracelular se observa un macréfago
(rombo) en contacto con una célula plasmaticadkesyr
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Figura 10 Micrografia Electronica de Transmision de pa&eratado con quimio y radioterapial a
CM DE LA ZONA DISTAL DEL TUMOR . Notese un proceso de degeneracion con nucleo

pignético (estrella), vacuolizacion evidente (flashy desorganizacion de elementos contractiles
(circulos) de las fibras musculares lisas.
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Figura 11 Micrografia Electronica de Transmision de pa@ematado con quimio y radioterapiala
CM DE LA ZONA DISTAL DEL TUMOR . Se aprecia capilar con eritrocito (E) en su iater
citoplasma endotelial se encuentra muy electrsparente (triAngulo), membrana basal reduplicada
(circulos), nucleo endotelial con heterocromatieéf@rica (rectangulo) y nucleoplasma con material
particulado (estrella). Igualmente se puede obsgrage de una célula muscular con placas densas
(elipse) y cuerpos Z no evidenciados.
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Figura 12 Micrografia Electrénica de Transmisién de pa@dnatado con quimio y radioterapia a
1 CM DE LA ZONA DISTAL DEL TUMOR. Se observa la presencia de una célula muscséar li
con placas densas (flechas), sin embargo no sevabseuerpos Z. A nivel del capilar se aprecia
reduplicacién de la membrana basal (circulo), asiaccengrosamiento de la misma en otras zonas
(rectangulo). La luz se encuentra ocluida (triaogulpared de la célula endotelial engrosada con
proliferacion de organelos y mitocondrias edemedtza(elipse).También aprecian dos células
fibroblasticas (estrellas) en el espacio extraeelw terminales amielinicos con disminucion de

vesiculas sinapticas (rombos).
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Figura 13 Micrografia Electrénica de Transmision de pa@emd tratado con quimio y radioterapia
(control negativo) & CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se aprecia un vaso de gran
calibre rodeado por capa muscular lisa (flechagps télulas endoteliales presentan mitocondrias
degeneradas (rectangulo), nicleos un poco irregpil@@strellas) y se puede notar la presencia de
fibroblastos (triangulo).
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Figura 14 Micrografia Electrénica de Transmision de paaemo tratado con quimio y
radioterapia (control negativo)laCM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se puede
observar un vaso con contenido endotelial sumametdetrondenso incluyendo el nucleo
(triangulo). También se aprecian prolongaciones afelotelio (circulo) hacia la luz del vaso,
membrana basal reduplicada (rectangulo), y penigitpoco alterado (flecha). Nétese la presencia
de una célula muscular atréfica con granulos dgdigsina evidente (estrella).
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Figura 15 Micrografia Electronica de Transmisién de pacigndéado con quimio y radioterapia la
CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Es evidente el proceso de necrotizacion
observandose la caracteristica pérdida de la memlptasmatica (rectangulos) de la célula muscular
lisa. Se presentan vesiculas y vacuolas de dianmtrementado (triangulos), cuerpos Z (circulo),
nacleo con contornos irregulares (flechas) y envaltuclear dilatada (cuadrados).
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Figura 16 Micrografia Electrénica de Transmisién de pacidragado con quimio y radioterapiala

CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se aprecia un proceso necrético con pérdida
evidente de la membrana plasmatica y basal (cuagrad pesar que aun quedan restos de la
membrana basal en algunas zonas. La célula mudisalgaresenta pérdida de elementos contractiles

(triangulo), placas densas (flechas) y cuerposiZulos) caracteristicos. El nucleo (estrella) con
pérdida de la envoltura nuclear.
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Figura 17 Micrografia Electrénica de Transmision de pa@dratado con quimio y radioterapia a
1 CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se observa un capilar con algunos eritrocitos
(E), endotelio alterado con disminucion de vesgpiaociticas y caveolas (rectangulo), asi como
también algunas prolongaciones endoteliales hadigl(circulos). Se aprecian células musculares
lisas (triangulos) y la presencia de un plasmdeistrella) entre las células musculares.
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Figura 18 Micrografia Electronica de Transmisién de pa&entatado con quimio y
radioterapia d CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se observan terminales
nerviosos alterados, con disminucion evidente ddcuéas sinapticas (flechas), presencia de
algunos moduladores (circulos) y asociaciones mitocondrias edematizadas (rombos).
Notese la pérdida membranas entre dos terminatemses (cuadrado).
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Figura 19 Micrografia Electrénica de Transmision de paaemo tratado con quimio y
radioterapia (control negativo)2aCM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se aprecian
células musculares lisas con nucleos pignoticoge(ls), pérdida de elementos contractiles
(elipse), mitocondrias degeneradas (triangulosgnyalgunos casos en contacto con el espacio
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extracelular por pérdida de la membrana plasmgtizasal (flechas).
Figura 20 Micrografia Electronica de Transmisién de pa@end tratado con quimio y radioterapia
(control negativo) 2 CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Nétese la presencia de células
musculares lisas con nucleo cortado periféricamégtrella), mitocondrias degeneradas (triangulos),
vacuolas autofagicas (rombo), disminucién de plat&ssas y cuerpos Z (rectangulos) junto con la
pérdida de la membrana plasmatica de la fibraylyc

57



Figura 21 Micrografia Electronica de Transmisién de pa&entatado con quimio y
radioterapia & CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se puede observar una
célula muscular lisa con nacleo de forma irregykstrella), mitocondrias edematizadas y
electotransparentes (rectangulos),estructuras ardsil(rombos), asi como también algunas
placas densas (circulos). La presencia de un \asguBieo fue evidente, con endotelio muy
engrosado (flechas). Adicionalmente se pudo obsematerial extracelular necrotizado
(triangulo).
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Figura 22 Micrografia Electronica de Transmision de padefitatado con quimio y
radioterapia @ CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Nétese a nivel de la lamina
propia la presencia de células musculares lisapre transversal (estrellas) con nucleo central
(triangulo) y membrana basal muy engrosada (fleclizstas células se encuentran formando
parte de la cubierta de un vaso de gran calibreergndose uniones endoteliales (circulo)
entre dos células endoteliales engrosadas (rombas)bién se puede observar restos celulares
y extracelulares (elipse) y abundante colagena&ingcilos).

59



Figura 23 Micrografia Electronica de Transmision de pa@emnatado con quimio y radioterapia2a

CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Notese terminales amielinicos con disminucion de
vesiculas sinapticas (flechas), asi como tambigunak axones con disposicion irregular de
neurofilamentos (rectangulo) y con presencia derealg vacuolas asociadas (cuadrado). También se
observan nucleos de las células de Schwann (e3trell
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Figura 24. Micrografia Electrénica de Transmision de pacidrdaéado con quimio y radioterapia 2a
CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Noétese la presencia de infiltrado celular conocido
comunmente como “Natural Killer” o célula citotéxica natural (estrella).
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Figura 25 Micrografia Electrénica de Transmision de pa@ent tratado con quimio y radioterapia
(control negativo) a3 CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se observan células
musculares lisas atréficas con mitocondrias edeadds (flechas), vacuolizacién (circulos), pocas
vesiculas pinociticas y caveolas (rectangulo). ligaate se aprecian terminales nerviosos con
disminucién de vesiculas sinapticas y axones capodicion irregular de los neurofilamentos
(estrellas). Las mitocondrias en las células dev@nh se presentan degeneradas (triangulo).
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Figura 26 Micrografia Electronica de Transmisién de pa@end tratado con quimio y radioterapia
(control negativo) a3 CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Notese la presencia de
células musculares lisas con abundantes mitocanddamatizadas y pérdida de espacios intercrestas
(flechas), vacuolas (triangulo), disminucion apszete cuerpos Z (elipse), placas densas (circwos),
abundante colageno en el espacio extracelulaa(rgatos).
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Figura 27 Micrografia Electronica de Transmision de pa&eratado con quimio y radioterapia3a
CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se puede observar a nivel denhaiscularis
mucosae aproximadamente, la presencia de axones amielindows disposicién irregular de
neurotlibulos (flechas). Igualmente se puede obsetvandante coldgeno (elipse) en el espacio
extracelular, fibra muscular alterada con la preisemle cuerpo multivesiculare muy grande y
vesiculas electrondensas (cuadrado), mitocondti@ndgulos) y vesiculas pinociticas (rombos)
edematizadas, y pocas placas densas (rectangulos).
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Figura 28 Micrografia Electrénica de Transmisién de pa@&@eratado con quimio y radioterapia a
3 CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se observa a nivel de las células musculares
lisas mitocondrias (flechas) y vesiculas pinoc#ti¢griangulos) edematizadas, placas densas
(rectangulo) y cuerpos Z (cuadrado). Igualmentapsecia la presencia de un macrofago (M) en el
espacio extracelular.
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Figura 29 Micrografia Electronica de Transmision de pa@ematado con quimio y radioterapia3a
CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Notese a nivel de lanuscularis mucosaela
presencia de un capilar rodeado en algunas zomgsegoito (rombo), endotelio (estrella) se preaen
con prolongaciones hacia la luz (cuadrado) en daswleevidencia un eritrocito (E). Las células
musculares lisas se presentan alteradas con mitnasn(flecha) y vesiculas pinociticas (triangulos)
edematizadas. También se pueden observar las mlaoaas (circulo) y cuerpos Z (rectangulo) de la
célula muscular.
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Figura 30 Micrografia Electronica de Transmision de pa@ematado con quimio y radioterapia 3a
CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se aprecian dos infiltrados celulares, mastocito
(flecha) y macréfago (estrella). Asi mismo se obsaem corte oblicuo de una célula muscular lisa con
aparente vacuolizacion (triangulo).
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Figura 31 Micrografia Electronica de Transmisién de pa@end tratado con quimio y radioterapia
(control negativo) &t CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Nétese células musculares
lisas atréficas con mitocondrias edematizadashélsty degeneradas (elipse). Igualmente, se pueden
observar zonas desprovistas de elementos conésaotilpadas por glucégeno(estrella).
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Figura 32 Micrografia Electrénica de Transmision de pa@ent tratado con quimio y radioterapia
(control negativo) a4 CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se aprecia la presencia de un
vaso sanguineo con endotelio (flecha) asociadaieitpg(estrella), mitocondria degenerada (romlyo),
membrana basal reduplicada (rectangulo). Por se,das células musculares lisas presentaron atrofi
evidente junto con la pérdida de membranas plasangtbasal (cuadrado), y mitocondrias degeneradas
(tridngulos).Notese la presencia de terminalesiogng alterados con disminucion evidente de vesscul
singptica (elipse).
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Figura 33 Micrografia Electrénica de Transmision de pa&@eratado con quimio y radioterapia 4a

CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Noétese la presencia de fibras musculares lisas
degeneradas (estrellas), con abundantes placaasd@hnzulos) y edematizacion de mitocondrias con
pérdida total de sus crestas (flechas).
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Figura 34 Micrografia Electronica de Transmision de pa@dnatado con quimio y radioterapia 4
CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se puede observar un proceso necroético en la fibr
muscular lisa (flechas) asi como también abundasiégeno (circulos).
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Figura 35 Micrografia Electronica de Transmision de pa@emnatado con quimio y radioterapia4a
CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Nétese terminales amielinicos y axones degensrado
con presencia de a vacuolas (rombos). Los ternsmeeviosos con disminucion de vesiculas sinapticas
(flechas) y los axones se presentan con disposiciEgular de neurofilamentos (triangulos). Asi mis

se observa abundante colageno (circulos) y la peesele un macrdéfago en el espacio extracelular
(estrella).
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Figura 36 Micrografia Electronica de Transmisién de pa@ematado con quimio y radioterapiada

CM DE LA ZONA PROXIMAL DEL TUMOR . Se aprecia un macrofago (flecha) préximo a una
célula muscular lisa que se encuentra en caatesversal (estrella), con placas densas evidentes
(cuadrado) y cuerpos Z (rectangulos). Nétese almiadalageno (circulo).
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CUANTITATIVOS

A continuacion se presenta la progresion de losbazsrexhibidos por el valor numérico de
cada una de las variables estudiadas. Los grafeqmesentan los errores estandar vy la tablas el
analisis de ANOVA de las variables correspondiertsscuales incluyeron diametro mayor (Grafica
1; tablal) y menor del nucleo de la musculatuia (Brafica 2; tabla 2), diametro mayor (Gréfica 3;
tabla 3) y menor de la mitocondria en musculalisea(Grafica 4; tabla 4), nUmero de placas densas
(Grafica 5; tabla 5), porcentaje de vacuolizaci@réfica 6; tabla 6), diametro mayor (Grafica 7]aab
7) y menor de los terminales nerviosos (Grafic&Bla 8), diametro mayor (Gréfica 9; tabla 9) y
menor de los axones (Grafica 10; tabla 10), engm@s#do de la membrana basal vascular (Grafica
11; tabla 11), engrosamiento del endotelio vasd@aéfica 12; tabla 12), porcentaje de oclusion de
la luz del vaso (Gréfica 13; tabla 13), y finalmeerel porcentaje de infiltrados (Grafica 14; tabdd

en los pacientes tratados y no tratados.
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Gréfica 1. Errores estandar del diametro mayor del nucldoej& “y” representa las
medidas expresadas en micrometros y el eje “x”diasintas zonas estudiadas en la
investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal del tumgra 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor). El circulo y la linea continua indican eé&rdetro mayor del ndcleo en células
musculares lisas en pacientes tratados (DMNu-E), guadrado Yy la linea de trazos la de
los pacientes no tratados (DMNu-NT). Las barrascamd los errores estandar entre los
cuales oscila la media.
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Este grafico muestra una tendencia practicamemstaote del didmetro mayor del ndcleo de las
células musculares lisas en funcién de las zortadiadas (tumorales y peritumorales) de los paegent
que no fueron tratados con algun tratamiento @eliscion o drogas antineoplasicas. Con respeais a |
pacientes tratados, se observé una cierta disndinui®l diametro mayor del ndcleo en la zona tumoral

aumentando esta tendencia a medida que nos alegshisnor.

Ny Suma de Grados de | Cuadrado
AN C VBN cuadrados Libertad Medio F P
Tratamiento 0,80 1 0,80 4,45 0,04
Zona 2,04 5 0,41 2,27 0,05
Tratamiento * Zona 0,44 5 0,09 0,49 0,78
Error 18,73 104 0,18

Tabla 1. Andlisis de la varianza del didmetro mayor delledicLa tabla indica el resultado
del ANOVA de dos factores. Los factores de variacanalizados son el efecto del
tratamiento (pacientes tratados y no tratados)eyeeto de la zona (tumoral y peritumoral
al, 23y4cmproximal y “D” a 1 cm distal dehtar). La tabla indica que tanto el
tratamiento como la zona tienen diferencias ediadisente significativas (g. 0,05).
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Gréfica 2. Errores estandar del diametro menor del nucieceje "y’ representa las
medidas expresadas en micrometros y el eje “x”"daintas zonas estudiadas en la
investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal del tumgra 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor). El circulo y la linea continua indican éhrdetro menor del nicleo en células
musculares lisas en pacientes tratados (DmNu-€),cpadrado y la linea de trazos la de
los pacientes no tratados (DmNu-NT). Las barragcamdlos errores estandar entre los
cuales oscila la media.
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La tendencias observadas con respecto al diametnor del ndcleo de las células musculares
lisas tanto en los pacientes tratados como enddsatados presentaron practicamente el mismorpatro
pesar de que en los pacientes no tratados las asesiith mayores. Se observd una disminucién en las
zonas mas aledafias al tumor (1 cm distal y proxiteliismo) y luego aumentando en la distancia, sin

embargo, dichos cambios con respecto a las zonassyp variables.

Fuente de Variacion | iR | Thenad | medo | P
Tratamiento 0,48 1,00 0,48 4,66 0,03
Zona 0,63 5,00 0,13 1,22 0,30
Tratamiento * Zona 0,10 5,00 0,02 0,20 0,96
Error 10,70 104,00 0,10

Tabla 2. Analisis de la varianza del diametro menor deleuicLa tabla indica el resultado del

ANOVA de dos factores. Los factores de variacioaliandos son el efecto del tratamiento
(pacientes tratados y no tratados), y el efecttad®na (tumoral y peritumoral a 1, 2,3y 4 cm
proximal y “D” a 1 cm distal del tumor). La tabladica que el tratamiento tiene diferencias
estadisticamente significativas<{p0,05).
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Gréfica 3. Errores estandar del diametro mayor de la mitddanEl eje “y”’ representa las
medidas expresadas en micrometros y el eje “X” dagintas zonas estudiadas en la
investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal del tumgra 1, 2, 3 y 4 cm proximales del tumor).
El circulo y la linea continua indican el diametreenor del nucleo en pacientes tratados
(DMMIi-T), y el cuadrado y la linea de trazos lalde pacientes no tratados (DMMi-NT). Las
barras indican los errores estandar entre los swalgla la media.
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La gréfica anterior (Grafica 3), muestra que ladencia de los cambios ocurridos con
respecto a el diametro mayor de las mitocondria&mrélulas musculares lisas sigue el mismo
patron entre los pacientes que recibieron tratamiantineoplasico y los que no. No obstante,
estos cambios variaron en cuanto a la distanciserendose un claro aumento del diametro

mayor en la zona tumoral, disminuyendo progresivdenen la distancia.

Fuertete varacon | Simade | Gadeede | Cootrado ||
Tratamiento 1,39 1,00 1,39 0,17 0,68
Zona 375,93 5,00 75,19 9,13 0,00
Tratamiento * Zona 11,73 5,00 2,35 0,28 0,92
Error 823,19 100,00 8,23

Tabla 3. Andlisis de la varianza del diametro mayor de #ocondria. La tabla indica el
resultado del ANOVA de dos factores. Los factoresvdriacion analizados son el efecto del
tratamiento (pacientes tratados y no tratados)efeeto de la zona (tumoral y peritumoral a 1,
2,3y 4 cm proximal y “D” a 1 cm distal del tumokhp tabla indica que la zona tiene diferencias
estadisticamente significativas<{p0,05)
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Gréfica 4. Errores estandar del diametro menor de la mithéanEl eje "y’ representa las
medidas expresadas en micrometros y el eje “x” demtintas zonas estudiadas en la
investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal del tumgra 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor).El circulo y la linea continua indican ehmlietro menor del ndcleo en pacientes
tratados (DmMi-T), y el cuadrado y la linea de dsala de los pacientes no tratados (DmMi-
NT). Las barras indican los errores estandar éogreuales oscila la media.
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Como se puede observar, el diametro menor deitasondrias en las células musculares lisas,
al igual que en el caso anterior, presentd tendengimilares en cuanto a los pacientes tratados, no
tratados, y las variaciones en la zona tumoralrigyseoral. Este diametro aumentd en la zona tumoral

de ambos pacientes, disminuyendo el mismo a megielaos alejamos del tumor.

Fuente cevaracion | Simade | Gadosie | Chadado | |
Tratamiento 1,12 1,00 1,12 0,21 0,65
Zona 110,07 5,00 22,01 4,14 0,00
Tratamiento * Zona 2,91 5,00 0,58 0,11 0,99
Error 521,69 98,00 5,32

Tabla 4. Analisis de la varianza del diametro menor dmicondria. La tabla indica el
resultado del ANOVA de dos factores. Los factoresvdriacion analizados son el efecto
del tratamiento (pacientes tratados y no tratadpsgl efecto de la zona (tumoral y
peritumoral a 1, 2,3 y 4 cm proximal y “D” a 1 cnstdl del tumor). La tabla indica que la
zona tiene diferencias estadisticamente signifiaat{p<. 0,05).
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Gréfica 5. Errores estandar del niumero de placas densa&ge By’ representa el nUmero

de placas densas ,y el eje “X” las distintas zesasdiadas en la investigacion (T= tumoral,
D= 1 cm distal del tumor, y a 1, 2, 3 y 4 cm proaies del tumor). El circulo y la linea

continua indican el diametro menor del nucleo ecigmaes tratados (NPD-T), y el

cuadrado y la linea de trazos la de los paciergdsatados (NPD-NT). Las barras indican
los errores estandar entre los cuales oscila laamed
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Las tendencias observadas entre los pacienteaddsaty no tratados se comportaron
practicamente iguales con respecto a las variasioleé nUmero de placas densas, por lo que las
diferencias entre ellos no son significativas. &mbargo, se observan diferencias con respecto a las
zonas estudiadas, notdndose una clara disminu@desids placas en la zona tumoral, aumentando

progresivamente su nimero a mayor distancia dedrtum

uente cevarinion | Sumade | Gradosde | Coadrade | |
Tratamiento 453,12 1,00 453,12 1,42 0,24
Zona 6298,96 5,00 1259,79 3,96 0,00
Tratamiento * Zona 497,55 5,00 99,51 0,31 0,90
Error 32141,38 101,00 318,23

Tabla 5. Andlisis de la varianza del numero de placas densatabla indica el resultado del
ANOVA de dos factores. Los factores de variacioaliandos son el efecto del tratamiento
(pacientes tratados y no tratados), y el efecttad®mna (tumoral y peritumoral a 1,2,3 y 4
cm proximal y “D” a 1 cm distal del tumor). La tabindica que la zona tiene diferencias
estadisticamente significativas{p0,05).
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Gréafica 6. Errores estandar del porcentaje de vacuolasagitafs. El eje “y” representa el
indice de presencia de vacuolas autofagicas ecelatas musculares lisas ,y el eje “X” las
distintas zonas estudiadas en la investigaciontioral, D= 1 cm distal del tumor, y a 1, 2,
3 y 4 cm proximales del tumor). El circulo y lada continua indican el porcentaje de
vacuolas autofagicas en pacientes tratados (PVA«-€),cuadrado y la linea de trazos la de
los pacientes no tratados (PVA -NT). Las barragcardlos errores estandar entre los cuales
oscila la media.
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A pesar de gue la tendencia de los pacientesitataresenta el mismo comportamiento que la
tendencia presentada por los pacientes no trateofdices son diferentes, observandose variasion
estadisticamente significativas entre ambos pasentgualmente, se puede notar las variaciones que
existen entre las zonas de estudio, notAndoseatmalimento de estas vacuolas autofagicas a rmval d

zona tumoral, disminuyendo progresivamente endiadcia.

Fueme de veriacion | Surade | Gredonde | Clagado | ¢ |
Tratamiento 4,12 1,00 4,12 23,77 0,00
Zona 12,69 5,00 2,54 14,64 0,00
Tratamiento * Zona 0,50 5,00 0,10 0,57 0,72
Error 33,29 192,00 0,17

Tabla 6. Andlisis de la varianza del porcentaje de vacualdefagicas. La tabla indica el

resultado del ANOVA de dos factores. Los factoresvdriacion analizados son el efecto
del tratamiento (pacientes tratados y no tratadpsg] efecto de la zona (tumoral y

peritumoral a 1, 2,3 y 4 cm proximal y “D” a 1 cnstdl del tumor). La tabla indica que la
zona y el tratamiento tienen diferencias estadistente significativas (p. 0,05).
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Gréafica 7. Errores estandar del didmetro mayor de terminalwiosos. El eje “y”
representa las medidas expresadas en micromeslogjg “x” las distintas zonas estudiadas
en la investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal tlehor, y a 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor). El circulo y la linea continua indican dddmetro mayor de estos terminales en
pacientes tratados (DMTA-T), y el cuadrado y ledirde trazos la de los pacientes no
tratados (DMTA -NT). Las barras indican los erroestandar entre los cuales oscila la
media.
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Esta grafica muestra una tendencia similar ensgécientes tratados y los que no, con respecto
a los cambios ocurridos en el diametro mayor detdaminales nerviosos. No obstante, se observan
diferencias significativas en cuanto esta varialdas distintas zonas, notdndose una disminuabn d

diametro mayor de estos terminales en la zona alrg@aumentando a nivel peritumoral.

Fuente de Variacion | JoRin | Thanad | Medo | F P
Tratamiento 0,03 1,00 0,03 0,11 0,74
Zona 17,67 5,00 3,53 14,84 0,00
Tratamiento * Zona 0,29 5,00 0,06 0,25 0,94
Error 19,05 80,00 0,24

Tabla 7. Andlisis de la varianza del diametro mayor de teates nerviosos. La tabla indica

el resultado del ANOVA de dos factores. Los factaite variacion analizados son el efecto
del tratamiento (pacientes tratados y no tratadpsgl efecto de la zona (tumoral y

peritumoral a 1, 2,3y 4 cm proximal y “D” a 1 cnstdl del tumor). La tabla indica que la

zona tiene diferencias estadisticamente signifiaat{p<. 0,05).
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Gréfica 8. Errores estandar del diametro menor de terminakwsiosos. El eje “y”
representa las medidas expresadas en micrometlosjg “x” las distintas zonas estudiadas
en la investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal tiehor, y a 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor). El circulo y la linea continua indican eéardetro mayor de estos terminales en
pacientes tratados (DmTA-T), y el cuadrado y laedirde trazos la de los pacientes no
tratados (DmTA -NT). Las barras indican los erroestindar entre los cuales oscila la
media.
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El diametro menor de estos terminales presentéiginan comportamiento que en el caso
anterior, con el diametro mayor. Las tendenciageelds pacientes que recibieron tratamiento
antineoplasico y los que no, fue practicamente i@, no habiendo diferencias estadisticamente
significativas entre ellos. En cuanto a la zona, @eservé una disminucion del diametro de estos

terminales a nivel del tumor, aumentando a megiganos alejamos del mismo.

Fuentecevarin | SuTade | Gredosce| Cudado | |
Tratamiento 0,54 1,00 0,54 9,12 0,09
Zona 5,76 5,00 1,15 20,15 0,00
Tratamiento * Zona 0,13 5,00 0,03 0,44 0,82
Error 4,86 85,00 0,06

Tabla 8. Analisis de la varianza del didmetro menor de iesias nerviosos. La tabla indica

el resultado del ANOVA de dos factores. Los factaite variacion analizados son el efecto
del tratamiento (pacientes tratados y no tratadgsgl efecto de la zona (tumoral y

peritumoral a 1, 2,3 y 4 cm proximal y “D” a 1 cnstdl del tumor). La tabla indica que la

zona tiene diferencias estadisticamente signifiaat{p<. 0,05).
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Diametro Mayor De Axones
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Gréfica 9. Errores estandar del diametro mayor de axonesjeEl” representa las medidas
expresadas en micrometros y el eje “x” las dis$im@nas estudiadas en la investigacion (T=
tumoral, D= 1 cm distal del tumor, y a 1, 2, 3 g proximales del tumor). El circulo y la
linea continua indican el didmetro mayor de estonihales en pacientes tratados (DMA-T),
y el cuadrado y la linea de trazos la de los p&sseno tratados (DMA -NT). Las barras
indican los errores estandar entre los cualesaolscihedia.

Las tendencias observadas presentan un compontansienilar tanto en pacientes tratados como
no tratados; sin embargo, se observaron diferesaasficativas en cuanto a la variable de estydia
zona estudiada, notandose una disminucion del dliédnde estos axones en la zona tumoral,

aumentando progresivamente a medida que nos ale@ena zona tumoral.

Fuertedevaracon | Sumace | Gradosie | Cosdade | |
Tratamiento 0,01 1,00 0,01 0,09 0,76
Zona 2,40 5,00 0,48 4,08 0,00
Tratamiento * Zona 0,06 5,00 0,01 0,11 0,99
Error 10,33 88,00 0,12

Tabla 9. Andlisis de la varianza del diametro mayor de asoha tabla indica el resultado
del ANOVA de dos factores. Los factores de variacenalizados son el efecto del
tratamiento (pacientes tratados y no tratados) efeeto de la zona (tumoral y peritumoral a
1, 2,3y 4 cm proximal y “D” a 1 cm distal del turhoLa tabla indica que la zona tiene
diferencias estadisticamente significativas.(f,05).
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Gréfica 10. Errores estandar del diametro menor de axonesjeEl'y” representa las
medidas expresadas en micrometros y el eje “X”dmsintas zonas estudiadas en la
investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal del tumgra 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor). El circulo y la linea continua indican d@d@metro mayor de estos terminales en
pacientes tratados (DmA-T), y el cuadrado y ladide trazos la de los pacientes no tratados
(DmA -NT). Las barras indican los errores estarmadre los cuales oscila la media.

La gréfica muestra que tanto la tendencia de &mseptes tratos como la de los no tratados,
presentan practicamente el mismo comportamientggtee el caso del diametro mayor de los axones,

observandose una disminucién del diametro de egmses en la zona tumoral.

Fuentecevariacion | Sumade | Gradesde | Coediade | |
Tratamiento 0,02 1,00 0,02 0,23 0,63
Zona 5,11 5,00 1,02 10,21 0,00
Tratamiento * Zona 0,04 5,00 0,01 0,07 1,00
Error 6,60 66,00 0,10

Tabla 10. Analisis de la varianza del diametro mayor de asoha tabla indica el resultado
del ANOVA de dos factores. Los factores de variacenalizados son el efecto del
tratamiento (pacientes tratados y no tratados)) eyeeto de la zona (tumoral y peritumoral a
1, 2,3y 4 cm proximal y “D” a 1 cm distal del turhoLa tabla indica que la zona tiene
diferencias estadisticamente significativas.(p,05).
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Engrosamiento De La Membrana Basal Del Vaso
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Gréafica 11. Errores estandar del engrosamiento de la memlivasa del vaso. El eje “y”
representa las medidas expresadas en micromegbsjg “x” las distintas zonas estudiadas
en la investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal tdehor, y a 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor). El circulo y la linea continua indican e&metro mayor de estos terminales en
pacientes tratados (EMB-T), y el cuadrado y ladide trazos la de los pacientes no tratados
(EMB -NT). Las barras indican los errores estaradre los cuales oscila la media.

Como se puede observar en la gréfica, la tendefeilns cambios ocasionados en cuanto al
engrosamiento de la membrana basal de los vasgsgieans tanto en los pacientes tratados como en los
qgue no recibieron ningun tipo de tratamiento, prEsen comportamientos similares, con un mayor

aumento en la zona tumoral, disminuyendo progreswvie en la distancia.

Fueme e variacien | Sumade | Gfadesde | Cdtade | £ |
Tratamiento 0,06 1,00 0,06 0,98 0,33
Zona 0,70 5,00 0,14 2,19 0,05
Tratamiento * Zona 0,03 5,00 0,01 0,09 0,99
Error 2,68 42,00 0,06

Tabla 11. Anadlisis de la varianza del engrosamiento de lanbrana basal del vaso. La

tabla indica el resultado del ANOVA de dos factotass factores de variacion analizados
son el efecto del tratamiento (pacientes tratadeo® ytratados), y el efecto de la zona
(tumoral y peritumoral a 1, 2,3 y 4 cm proximalD"“a 1 cm distal del tumor). La tabla

indica la zona diferencias estadisticamente sigatifias (p<. 0,05).
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Engrosamiento Del Endotelio
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Gréafica 12. Errores estandar del engrosamiento del endotEliceje “y” representa las
medidas expresadas en micrometros y el eje “X”dmsintas zonas estudiadas en la
investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal del tumgra 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor). El circulo y la linea continua indicandémetro mayor de estos terminales en
pacientes tratados (EEV-T), y el cuadrado y ladide trazos la de los pacientes no tratados
(EEV -NT). Las barras indican los errores estameadire los cuales oscila la media.

Al igual que en el caso anterior, no se obserd#@rencias significativas entre los

pacientes tratados y los no tratados, sin embarge las zonas se aprecian diferencias con respdat

variable estudiada. El mayor engrosamiento se wbsar la zona tumoral, en ambos tipos de pacientes,

disminuyendo asi a medida que nos alejamos delrtumo

Fuentedevaraen || Sumage | Cradosde | Chsdade | |
Tratamiento 0,00 1,00 0,00 0,00 0,98
Zona 43,34 5,00 8,67 7,01 0,00
Tratamiento * Zona 1,34 5,00 0,27 0,22 0,95
Error 46,96 38,00 1,24

Tabla 12. Analisis de la varianza del engrosamiento endnték tabla indica el resultado del
ANOVA de dos factores. Los factores de variacidéaliaados son el efecto del tratamiento
(pacientes tratados y no tratados), y el efecta @ena (tumoral y peritumoral a 1, 2,3y 4 cm
proximal y “D” a 1 cm distal del tumor). La tabladica que la zona tiene diferencias
estadisticamente significativas<{p0,05).
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Porcentaje De Oclusion De La Luz Del Vaso
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Gréafica 13. Errores estandar del porcentaje de oclusion dkidadel vaso. El eje “y”
representa el indice de presencia de vasos ocjydgseje “X” las distintas zonas estudiadas
en la investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal tdehor, y a 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor). El circulo y la linea continua indicanpalrcentaje de oclusion de la luz del vaso en
pacientes tratados (PO-T), y el cuadrado y la ldeeaazos la de los pacientes no tratados (PO
-NT). Las barras indican los errores estandar éogreuales oscila la media.

El porcentaje de oclusion de los vasos tant@epécientes tratados como en los no

tratados presentd una tendencia similar en ambsssc@bservandose solo una diferencia
clara con respecto a la oclusién sélo entre laazde estudio. El mayor porcentaje se aprecid
a nivel del tumor, disminuyendo éste en las zonas pnoximas al tumor y progresivamente
en las distancias presentadas.

Fuente de varacion | Sumade |Gradosce| Cuedade | |
Tratamiento 19,56 1,00 19,56 92,26 0,89
Zona 7,93 5,00 1,59 7,48 0,00
Tratamiento * Zona 0,55 5,00 0,11 0,52 0,76
Error 40,71 192,00 0,21

Tabla 13. Analisis de la varianza del porcentaje de oclusiénia luz del vaso. La tabla

indica el resultado del ANOVA de dos factores. faxgores de variacion analizados son el
efecto del tratamiento (pacientes tratados y nados), y el efecto de la zona (tumoral y
peritumoral a 1, 2,3 y 4 cm proximal y “D” a 1 cnstdl del tumor). La tabla indica que la

zona tienen diferencias estadisticamente signifasi(p<. 0,05).
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Gréfica 14. Errores estandar del porcentaje de infiltradosej&l'y” representa el indice de
presencia de infiltrados celulares, y el eje “X’% ldistintas zonas estudiadas en la
investigacion (T= tumoral, D= 1 cm distal del tumgra 1, 2, 3 y 4 cm proximales del
tumor). El circulo y la linea continua indican ergentaje de infiltrados en pacientes

tratados (PIF-T), y el cuadrado y la linea de sdaode los pacientes no tratados (PIF -NT).
Las barras indican los errores estandar entreul@es oscila la media.

Noétese que tanto la tendencia presentada porpémsentes tratados como la
presentada por los no tratados siguié un patrénasien cuanto a la presencia de infiltrados. En
relacibn a las zonas, se observa un mayor poreertaj infiltrados en la zona tumoral,

disminuyendo progresivamente a medida que nosabsjae la zona tumoral.

Fuentece Varaoion || SUade | Cradosde | Custdo | |
Tratamiento 1,42 1,00 1,42 7,23 0,06
Zona 10,26 5,00 2,05 10,47 0,00
Tratamiento * Zona 0,26 5,00 0,05 0,27 0,93
Error 37,65 192,00 0,20

Tabla 14. Analisis de la varianza del porcentaje de infilt'e. La tabla indica el resultado del
ANOVA de dos factores. Los factores de variacioaliaados son el efecto del tratamiento
(pacientes tratados y no tratados), y el efecttad®na (tumoral y peritumoral a 1, 2,3y 4 cm
proximal y “D” a 1 cm distal del tumor). La tabladica que la zona tiene diferencias
estadisticamente significativas{p0,05).
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DISCUSION

En la literatura clasica oncoldgica generalmentdeseriben dos mecanismos de agresion tisular
en pacientes con cancer. El primero es la invagiégresiva, infiltracion y destruccion de los tegd
aledafios al tumor maligno primario o sus met&st&di segundo, incluye alteraciones producidas en
zonas remotas que no estan directamente afectadatggn foco de la enfermedad, llamado fenémeno
paraneoplasico (Finol y col., 2001). Sin embargs,tkjidos “no invadidos” considerados erradamente
por algunos autores como tejidos normales, y qdeam al tumor maligno primario o sus metastasis han
sido poco estudiados a pesar de que actualmentarsalescrito alteraciones ultraestructuralmente
significativas en algunos casos de neoplasias.

Las técnicas de reseccion para los tumores de mexjoieren del conocimiento de los
mecanismos de diseminacion tumoral y de planoséameds de diseccion para lograr ofrecer al
paciente una mejor calidad de vida, aumentar la ths curacién de la enfermedad y disminuir la
recurrencia local. Actualmente, se practica un erame reseccion que cubre aproximadamente 2 a 2,5
cm del borde inferior del tumor incluyendo la zdinética de la region (Charda, 2008). No obstaete,
esta investigacion se observaron alteracionesfigigtivas no solo a 1 y 2cm del tumor maligno, sino
también a 3 y a 4cm del mismo, lo que sugiere gsiefectos peritumorales ocupan un area mayor de lo
gue se penso inicialemente.

La zona tumoral, no solo de los pacientes quefugratados con radio y quimioterapia, Sino
también los que no recibieron algun tipo de tratemta previo a la reseccién del tumor (control
negativo), presentd células epiteliales con abntedRER, asi como también abundantes granulos de
secrecion en el citoplasma, caracteristicas progéasste tipo de células encargadas de la sintesis
secrecion de moco en el epitelio intestinal (CoJat896). Sin embargo, se evidenciaron alteraciones
como abundante vacuolizacion, lipidos extraidfiguras mielinicas, granulos de lipofucsina, péadid
de desmosomas de punto, mitocondrias edematizatadesaparicion de espacios intercrestas y baja
densidad electrénica; cabe destacar que algunastde @ltimas se encontraron asociadas a RER y
vacuolas. Los nucleos presentaron en su mayoripogigson irregular, hipercromasia, formas
irregulares, en algunos casos se observaron pselukiones, dilatacion y pérdida de su envoltura.
Estas alteraciones fueron observadas en otros ésmque no recibieron algun tipo de droga
antineoplasica ni tratamiento con irradiacion, cancael caso de metéstasis de leiomiosarcomas (finol

col., 1997), carcinoma espinocelular (Lamura y,c80D01) y en metastasis de diversos tumores

89



gastrointestinales (Correa y col., 1998).

Es interesante destacar que en los pacientes gjbeeren tratamiento fueron apreciadas luces de
aspecto coloidal rodeadas por células epiteliadepldsicas dispuestas en forma irregular y congpoca
microvellosidades, siendo estas luces similardasaproducidas en el higado por metastasis de
adenocarcinomas de colon (Finol y col., 2000). Bl mismos pacientes, se evidenciaron algunos
eventos apoptoticos en las células epitelialesclades incluyeron la presencia de cuerpos apopsti
caracteristicos en el citoplasma celular, lisosog@splejos, mitocondrias edematizadas y algunos
linfocitos apoptoticos fagocitados por las célulasiorales. Tales eventos apoptéticos podrian estar
asociados a una disminucion de la malignidad reheaca con el tratamiento de radio y quimioterapia.

Como es sabido, el “suicidio” celular se producantlo una célula bajo determinados estimulos
fisiologicos desencadena mecanismos que deterrsingmopia muerte (De Toro, 2006). La apoptosis,
es una de las formas de muerte celular codificat&tgcamente, en el cual las células se inactsan,
desensamblan y degradan su propia estructura yawnfes de manera coordinada y caracteristica
(Sanchez y Vargas, 2003). En este proceso la célffe el dafio principalmente en el nucleo, sin
producirse reaccion inflamatoria y ocurre generabmele forma aislada. La pérdida de integridachde |
uniones intercelulares, hormonas y factores deimresto, los impactos ambientales como agentes
quimicos, radiaciones ionizantes e isquemia ystésia inmune, son algunos de los desencadenantes
extracelulares de apoptosis (Bordon y col., 200m) requerimiento esencial de las células apopttica
para que sean reconocidas y fagocitadas es laséprde un ligando adecuado en su superficie gelula
y de su contraparte en el fagocito. Uno de los miso®s de reconocimiento mas estudiados es la sefial
de los linfocitos apoptéticos con su pérdida denasia de la membrana celular, exponiendo de esta
forma moléculas que inducen la fagocitosis de éhslas que la expresan (Sanchez y Vargas, 2003). La
presencia de linfocitos en el tejido tumoral haosigualmente descrita por otros autores en trabajos
realizados en pacientes con adenocarcinomas @é&sftiépez, 2006).

Los organelos involucrados en el proceso apopt&ieolas mitocondrias (Baines y col., 2005;
Suzanne y Jochen, 2009), lisosomas (Bursch, 200&jigulo endoplasmatico (Hetz y col., 2006). Sin
embargo, en la mayoria de los tumores mas agredavepoptosis suele estar inhibida ante estimulos
fisiol6gicos, caracteristica que se relaciona @msdbreexpresion del gen Bcl-2, que es un oncogen
caracteristico (Gutierrez y col., 2005; Suzanne oghé&n, 2009), existiendo asi, una relacion
inversamente proporcional entre el proceso apaotdyi la malignidad del tumor. Esto dltimo es

importante ya que el mecanismo por el cual actifumas agentes quimioterapéuticos es induciendo la
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muerte celular a través de la alteracion de saldigia, pudiendo entonces provocar una resistaicia
tratamiento (Suzanne y Jochen, 2009). La presa@ecizuerpos apoptoticos en las secciones estudiadas
en el presente trabajo apuntan, como se sefaléoantente, a una posible disminucion del proceso
maligno luego del tratamiento.

En relacion a las células musculares lisas enzesta tumoral, se observd un proceso necrotico
marcado tanto en los pacientes que fueron tratado® en los que no, notandose desaparicion y
desorganizacion total de los elementos contractidsindantes vacuolas autofagicas complejas,
mitocondrias edematizadas y degeneradas con péddiddensidad electronica, figuras mielinicas,
granulos de lipofuscina, ribosomas libres, desajgaride placas densas y cuerpos Z, mionucleos con
forma irregular e hipercromaticos en la mayorialai casos y finalmente la desaparicion de las
membranas celulares, el cual es un evento camtateridel proceso necrético. Este proceso
degenerativo fue observado anteriormente en canaeoepidermoides (Lamura y col., 2003), en el
fendbmeno paraneoplasico asociado con retinoblastgfiaol y col., 2001), metastasis de
leiomiosarcoma de colon (Finol y col., 1997) y eas lefectos peritumorales de un carcinoma
espinocelular (Lamura y col., 2001), adenocarcinamaolon (Montero y Finol., 2007) y carcinomas
gastricos (Tonino y col., 1996).

Se sostiene que la necrosis tumoral es causadsq@@mia cronica (hipoxia, bajo pH, bajos
niveles de glucosa, incremento de los niveles d&ati@ dentro de los tumores debido al colapso
vascular y al rapido crecimiento del tumor (Carysecol., 2009). Alteraciones mostradas por los
capilares en nuestras biopsias son compatiblesitgmoceso isquémico, esta lesion letal va segieda
cambios estructurales definidos en las células, rgtlejan la desintegracion de la estructura celula
debida a la activacion de enzimas lisosomicasdelntares liberadas en la célula cuando se pierde |
integridad de la membrana celular (Stevens y Ld®87, Bordon y col., 2007).

La integridad de la membrana celular es fundameuatia la supervivencia celular tras la lesion.
Estudios suponen que en las zonas de mayor hiperglay una membrana basal bien desarrollada,
engrosada y continua que habra de sufrir, posteeote, su disolucién por agentes liticos indicagldo
rasgo de malignidad del tumor (Castejon y col.,2200a membrana basal se encuentra formada por
proteoglicanos, glicoproteinas, colageno tipo Aminina, tenascina y fibronectina (Bernal y codQZ2;
Baluk y col., 2003). Estos componentes junto conémwas de adhesion célula-membrana basal y
célula-célula (desmosomas de punto) se ven directemafectados frente al proceso de progresion y

migracion de las células epiteliales neoplésicdsjuisiendo éstas un fenotipo migratorio asociado
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directamente con el incremento en la expresiénagiéy genes envueltos en la motilidad de la célala,
gque permite al carcinoma celular degradar la memabbasal, migrar a la matriz extracelular, degradar
la misma y posteriormente metastizar a través detlavasacion y extravasacion (Yamaguchi y col.,
2005; Duffy y col., 2008).

En este mismo orden, tenemos que la microvascaléanto a nivel tumoral como peritumoral
en los pacientes tratados y no tratados, presdtei@ciones tales como engrosamiento del citogasm
endotelial, proliferacion de organelos , mitocoadriedematizadas, nucleos alterados, presencia de
prolongaciones del endotelio hacia la luz del eapibclusion de la luz, engrosamiento y redupli@aci
de la membrana basal. Todas estas alteracionesduareportadas en diversos estudios con paciaotes
tratados dentro de los cuales se encuentran tgna@letracto gastrointestinal (Tonino y col., 2Q01)
adenocarcinomas gastrointestinales (Tonino, 20€gipnes premalignas y malignas de la mucosa bucal
(Cedefio y col., 2006), adenocarcinomas de colom{®to y Finol, 2007), carcinomas gastricos con
necrosis coagulativa (Caruso y col.,, 2009), fen@separaneopasicos (Finol y col.,, 2001) y en
enfermedades autoinmunes (Finol y col., 1992; Mg&zqgucol., 2001).

El crecimiento, invasion y la metastasis de loadres sélidos requieren del incremento en la
vascularizacion. Los vasos sanguineos tumoralestitgren estructuras dinamicas en relacion a su
formacion por el proceso de angiogénesis y el refaodento vascular, los cuales presentan
anormalidades estructurales y funcionales de retgaalinica en el proceso de carcinogénesis (Bpluk
col., 2003 ; Cedefio y col., 2006). Estas anormdéidason atribuidas generalmente a condiciones de
hipoxia, estableciendo en estos tejidos un micréoamb fisiopatoldégico durante su crecimiento, con
células expuestas a prolongadas o cronicas defiaeme oxigeno (Caruso y col., 2009). Cuando el
tumor primario crece mas de 1rin situ, este no puede obtener suficiente oxigeno y muésepor
difusion, por lo tanto inicia el proceso de angroggs (lizumi y col., 2007); sin embargo, en nreest
investigacion, no se apreciaron cuadros importatgesngiogénesis.

Por su parte, las irregularidades en la membasal vascular podrian estar asociadas con la
sintesis y degradacion de sus componentes, undlogela laminina, los cuales pueden promover la
angiogenesis, la progresion y la invasion tumofah{no, 2004). Estudios sostienen que la membrana
basal de las células endotelial es degradada @usdrpproceso angiogénico para permitir una nueva
formacion vascular y migracion de la célula endakeAlternativamente, es posible que la membrana
basal no sea dispersada completamente durantepesteso angiogénico sino que se remodela

continuamente (Baluk y col., 2003).
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Igualmente, no solo el engrosamiento y reduplicadé la membrana basal como los vistos en
este trabajo, sino también el engrosamiento detegdlasma endotelial y oclusion de la luz del vaso
sanguineo, han sido asociados y reportados en asoseestudios de enfermedades autoinmunes y con
componente autoinmune como Diabetes Autoinmune,usupritematoso Sistémico, Sindrome de
Sjorgen, Esclerosis Sistémica Progresiva, ArtiReBsumatoidea, Hipertiroidismo, VIH (lbarra y col.,
2007), donde la degeneracién juega un papel imuterta

Haciendo una comparacion con nuestros controlestiveg, se observé que tanto en pacientes
tratados como no tratados existe un incrementodisttzamente significativo en el grosor de la
membrana basal y del endotelio vascular en la aamaral, disminuyendo progresivamente a medida
que nos alejamos del tumor (1, 2, 3 y 4cm); sinagdy aln cuando este engrosamiento disminuye a
nivel peritumoral, la alteracién no deja de seniicativa. En cuanto a la oclusion de los vaseas, s
evidenci6 mayor porcentaje de oclusién en el tejidmoral, lo cual es légico debido al gran
engrosamiento del endotelio ya evaluado en esta, atisminuyendo esta oclusion a medida que nos
distanciamos de la region tumoral.

Cuando la célula tumoral se separa de la mastmer primario generalmente es seguido por
un proceso de intravasacion durante el cual laslastlneoplasicas pueden atravesar barreras de
coldgeno, estructuras elasticas en los tejidossiit@les y membrana basal gracias a enzimas espac
de degradar estos tejidos. Aunado a esto, el pryodes interaccion cancer-célula endotelial es
considerado no solo como determinante de metastagie también provee las herramientas y
condiciones necesarias para facilitar la extravésade la célula. Entre estas moléculas de adheson
pueden nombrar las quimiosinas (liizumi y col., 200

Las alteraciones nucleares en el endotelio inctuyeiorma irregular, condensacion de la
cromatina, en algunos casos distribuyéndose erafpariférica con presencia de material particulmo
el nucleoplasma, las cuales se le atribuyen a aocepo degenerativo de las células endoteliales y la
poliploidia frecuente en las neoplasias (Tonino4200

Por otro lado, se sabe que los pericitos intimaenastciados con el endotelio vascular, juegan
un papel sumamente importante en la maduracionjfgrecion y permeabilidad de los vasos
sanguineos. Estudios anteriores reportan alteragisignificativas en estas células dentro de lassgqu
encuentran anormalidades morfologicas, pérdidaadasbciacion con la célula endotelial, aspecto
proliferativo, nucleo pleomorfico, entre otras (Igaez y col., 2001; Jain y Booth, 2003; Montero y

Finol, 2007; Cedefio y col., 2006). Sin embargogesta investigacion, salvo algunos casos, no fueron

93



apreciadas alteraciones significativas con respeaio morfologia u otras alteraciones. Inclusotesso
estudios, se sugiere que la heterogeneidad ewvedtimiento de pericitos en los vasos sanguineos en
distintos canceres humanos, constituye una maadiést dependiente de variables como el tipo
histologico del tumor, grado, estadio, edad delgrde, tratamiento y condiciones de fijacion dgtte
(Eberhard y col., 2000).

Las alteraciones encontradas a nivel endotelial l&an mitocondrias, principalmente, el
hinchamiento, la vacuolizacion y la pérdida de dkats electronica podrian estar asociadas con la
condicién de anoxia caracterizada de los diverso®tes (Tonino, 2004), asi como a la degeneracion
que presenta la célula endotelial.

Recordemos que la exposicion de las células a w@esntesivos determina su muerte, y un
ejemplo que ilustra el concepto de esta cascadiestimes acumuladas se ve cuando las células sufren
falta de oxigeno y nutrientes debido a la insuficie del riego sanguineo (isquemia). La alteracion
primaria de la produccién mitocondrial de ATP, sbeal principalmente a esta condicion, y al summistr
inadecuado de sustratos energéticos, como la glu&vdas células sufren hipoxia o las mitocondrias
son dafiadas directamente, no pueden producir umi@&a suficiente de ATP, por cuanto la capacidad
celular de produccion anaerdbica de este metabeditimitada debido a la acumulacion de lactato, y
que generalmente se agota pronto. La falta de ABBuge un fallo en las bombas de las membranas
dependientes de él, lo que probablemente contribugeie los sistemas de membranas internos se
hinchen en las células (Stevens y Lowe, 1997; tdoyeSerrano, 1998). Esta falla de las bombas agnic
de membrana provoca la acumulacion de sodio y agual citoplasma celular, con ruptura de los
sistemas membranosos internos, y esto permitetiadenlibre de calcio en el citosol, donde se aativ
muchos sistemas enzimaticos destructivos, trayeondseecuencias nocivas para la célula. Todas estas
lesiones interfieren directamente en las vias e basicas, provocando la ruptura de los lisasomn
liberacion intracelular de potentes enzimas hitlcalé activas a pH bajo, lo que conllevaria asha u
mayor disolucion celular (Stevens y Lowe, 1997).

Las alteraciones mitocondriales también fueroseoladas a nivel de las células musculares
lisas peritumorales, evidenciandose tanto en ptsertratados como no tratados no solo la
edematizacion o hinchamiento de las mismas, simbitan la pérdida del espacio intercresta y la
asociacion con algunas vacuolas. Estas alteracisaepudieron observar en otros estudios que
incluyeron el tejido que rodea un adenocarcinomadden (Montero y Finol, 2007), metéstasis de un

leiomiosarcoma de colon en el higado (Finol y ct897), areas perimetastasicas de tumores malignos
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gastrointestinales (Correa y col., 1998), en caroia epidermoide de lengua (Lamura y col., 2003), en
tejidos proximos a un fibrohistiocitoma malignon(®i y col., 1994), en fen6menos paraneoplasicos
asociados a un retinoblastoma (Finol y col., 209Ex cancer de cuello uterino (Graterol y colQ&0

Dado a la gran importancia de las mitocondrias slansente reconocidas como osmdmetros
naturales sino también como marcadores biologicesddtintas tipos de patologias, se realizo
igualmente un estudio estadistico donde se apteti@dumento significativo tanto del diametro mayor
como menor de estos organelos a nivel tumoral €paeientes que recibieron tratamiento previo a la
cirugia y en los controles negativos, disminuyepdogresivamente a medida que nos alejamos del
tumor, existiendo asi diferencias estadisticamggtaficativas entre las zonas estudiadas. Es itapta
sefalar que a pesar de que estas medidas tierdiemiauir a medida que nos distanciamos del tumor,
aun a 4 cm proximales del mismo, estos organejpesipresentando un hinchamiento significativo.

Por su parte, al igual que en el caso de la zamaral, la presencia de vacuolas autofagicas no
solo en las células epiteliales sino también enclslas musculares lisas a nivel peritumoral en
pacientes tratados y no tratados fue marcada. Estaaciones fueron observadas igualmente entre los
efectos peritumorales de un carcinoma gastrico ifiboty col., 1994), en el tejido que rodea un
adenocarcinoma de colon (Montero y Finol, 2007)ektejido hepatico luego de una metastasis de un
leiomiosarcoma de colon (Finol y col., 1997), erciceoma epidermoide de musculo de lengua (Lamura
y col., 2003) en &reas peritumorales a un fibradgbma maligno (Finol y col., 1994), en carcinoma
espinocelular (Lamura y col., 2001) y en fenOmegraraneoplasicos (Finol y col., 2001).

La vacuolizacion en las células musculares lisagota nivel tumoral como peritumoral fue
evaluada cuantitativamente en esta investigacidhservandose diferencias estadisticamente
significativas entre las zonas de estudio y emisephcientes tratados y no tratados. El mayor ptaje
de vacuolizacion fue observado a nivel tumoral daddta degeneracion de estos tejidos, existiemdo
mayor tendencia por parte de los pacientes qukieean tratamientos de quimio y radioterapia adtes
ser sometidos a la cirugia. Este porcentaje va idigrando progresivamente en la distancia, no
obstante, aun a 3 y a 4cm proximales del tumorclases se encuentran fuera del margen de reseccion
de este tipo de tumor, el porcentaje de vacuolireaiin se considera significativo.

Como sabemos, la autofagia puede promover la sdiarente la pérdida de nutrientes a través
del reciclaje intracelular de éstos en un tiempaocpara mantener la homeostasis. Sin embargo, este
proceso también puede inducir igualmente la muwstelar a través del consumo celular progresivo a

largo plazo (DeVita y col., 2008; Suzanne y Joci2€09).
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Estudios realizados, sefialan que en los tumolespla autofagia se localiza en las regiones
de estrés metabodlico y niveles limitantes de miies |0 que permite recobrar el crecimiento y
capacidad proliferativa del tumor (Jin y col., 2PD0Zste proceso no solo involucra el reciclaje @ |
constituyentes de las células normales, sino tamteétos de organelos, y proteinas dafiadas que
promueven la acumulacion de agregados y estructcehdares deformes que pueden conducir
seguidamente a la degeneracion celular y que podnalicar algunos cuadros de degeneracion y
necrosis en las biopsias analizadas en la presemgtigacion.

Por otro lado, en otras investigaciones con agartéseoplasicos se ha observado la induccién
de autofagia en diferentes lineas celulares deecaSin embargo, si esta autofagia inducida por las
drogas anticancerosas contribuye a la muerte calelacancer o si es una manifestacion de lasaslul
neoplasicas para mantener el metabolismo durartatamiento, como mecanismo de resistencia a la
muerte celular, no est4 aun claro (DeVita y cdlQ8).

Otras de las alteraciones observadas a nivel dmusculatura lisa peritumoral fueron la
disminucion de caveolas y vesiculas pinociticaslay que estaban presentes se encontraban
edematizadas. Estas alteraciones en las vesicalasasobservado en investigaciones sobre las
radiaciones ionizantes en el pulmon (Michelli y.c8D02), interpretadas como un signo tempran@ade |
lesion provocada por la irradiacion. Las radiacimizantes como es sabido, consisten en energia
electromagnética o particulas dotadas de movimidaocuales al interactuar con la materia, produce
ionizacion; es decir, desplazamiento de electralee$os atomos y formacion de radicales libres, los
cuales producen dafio a las macromoléculas celufaretamentalmente ADN y ARN. Aun cuando la
muerte celular se produce mas facilmente si laacadh interacciona directamente con el nucleo, es
mucho mas frecuente la interaccion con el agudarelio que induce la formacion de radicales libres
con capacidad de difusién suficiente como paranabralas moléculas diana de ADN, conocido como
efecto indirecto de la radiaciéon (Gordon, 2002;dE¢col., 2004). Este dafio conduce a modificaciones
biolégicas como inhibicién de la division celulamuerte celular, y de cualquier manera, estos afect
biolégicos tienen lugar en todas las células expsetanto tumorales como normales (Esco y cad420
Gutiérrez, 2008).

Aunado a esto, el nacleo de la fibra musculartisdo de los pacientes tratados como de los no
tratados, presentd alteraciones como hipercromasietornos irregulares, dilatacién y pérdida de la
envoltura nuclear. Dado que el nucleo es considecadno un marcador sumamente importante ante

cualquier patologia, se realizé un estudio estadisbbre los mismos en las células musculares, lisa
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observandose una disminucion del diametro mayde eona tumoral en los pacientes que recibieron
tratamiento, y aumentando progresivamente en l&ardi® recuperando poco a poco su didmetro
normal. En el caso de los pacientes no tratados,démetro se mantuvo un poco constante entre las
zonas, por lo que en comparacion con los paciemtasatados, existieron diferencias estadisticaenent

significativas.

Con respecto al estudio del diametro menor delemide estas células musculares tanto en
pacientes tratados como en los no tratados, sFwibpracticamente el mismo patrén a pesar de igue e
los pacientes no tratados las medidas son mayBeegvidenciéo una disminucion en las zonas mas
aledafas al tumor (1 cm distal y proximal del misméuego aumentando en la distancia, sin embargo,
dichos cambios con respecto a las zonas son mugbles, aun cuando podrian estar asociados al
tratamiento terapéutico.

Con respecto al estudio realizado con el diametnandel ndcleo en la misma musculatura, se
observaron diferencias estadisticamente signiiaatentre los pacientes tratados y los no tratadws,
una mayor tendencia por parte de los pacientesegfgieron tratamiento quirdargico e irradiacioneant
de la cirugia. Los mayores valores se obtuvierotaerona tumoral, disminuyendo en los tejidos mas
aledafios (1cm), y aumentando nuevamente en lasrm@exlistancias.

Por otro lado, tanto los cuerpos Z como las plaeasas de la musculatura lisa correspondiente
a la zona que rodea al tumor se encontraron disduswebido al proceso de atrofia y degeneracion
celular en estas zonas no solo en los pacientesldéasino también en nuestros controles negatiros.
el estudio estadistico se pudo observar en ete@odisminucion considerable de placas densas en la
zona tumoral tanto en los pacientes tratados conteseno tratados dado al proceso necrético obderva
en estas zonas, observandose luego un auments islaas a medida que nos distanciamos del tumor,
habiendo diferencias estadisticamente significatbedo entre las zonas estudiadas.

La membrana basal y la plasmética de las célulescutares lisas en pacientes tratados y no
tratados, se presentaron en algunos casos intadasg@ engrosadas en el caso de la membrana basal,
mostrandose en las mismas desorganizacion y desapadel material contractil de las células,
evidenciandose asi un proceso de degeneraciocrosiemarcado, cuya destruccion tan extensa, aun a
4cm del tumor, no se ha observado antes. En cleamtatriz extracelular, presenté abundante coldgeno
el cual se distribuyd en muchas de las ocasione®rde irregular, asi como también abundantes
fibroblastos.

La inervacioén tanto a nivel tumoral como peritunhdaato en los pacientes tratados con quimio
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y radioterapia como en los que no recibieron ningipo de tratamiento, presentd alteraciones
significativas con degeneracion de terminales neps y disminucion de vesiculas sinapticas en su
interior. Los axones, se presentaron igualment#iatios con pérdida y distribucion irregular de los
neurofilamentos y neurotdbulos. Alteraciones dee egtnero pero con nervios mielinicos fueron
apreciadas en carcinoma de cérvix (Finol y col93)9 en la ultraestructura del masculo en algunas
enfermedades nerviosas autoinmunes (Finol y c@®2)1 Esta reduccion de los terminales y axones fue
evaluada estadisticamente observandose en amleoendifis estadisticamente significativas entre las
zonas estudiadas en esta investigacion. Tanto &hedio mayor como el menor se presentaron
mayormente disminuidos en las zonas tumorales dhgooceso necrético, observandose un aumento
progresivo en las subsiguientes distancias adyasa@htumor.

Finalmente, tanto en pacientes tratados como eml@ no se trataron, el infiltrado celular
presente a nivel tumoral estuvo mayormente comdtitpor neutréfilos y linfocitos; en el caso de la
region peritumoral fue mas diverso, constituido pwcréfagos, neutrofilos, linfocitos, células NK y
mastocitos. Estos han sido reportados en divetsneres como en carcinoma de prostata (Gutierrez y
col., 2005), fendmeno paraneoplasicos en la muscal@&squelética (Tonino y col., 1991), fenémeno
paraneoplasico de carcinomas de ceérvix (Finol y, d8193), efecto paraneoplasico provocado por un
retinoblastoma (Finol y col., 2001), en el tejideeqodea a un adenocarcinoma (Montero y Finol, 007
en carcinoma epidermoide (Lamura y col., 2003)emnédades nerviosas autoinmunes (Finol y col.,
1992), en VIH (Ibarra y col., 2007), y en enfernueta de la tiroide con componente autoinmune
(Mérquez y col., 2001).

El estudio estadistico realizado ante la presenciausencia de estos infiltrados demostro
diferencias estadisticamente significativas erdtsezbnas estudiadas mas no entre los pacientedasat
y no tratados, observandose un mayor porcentajellds en las células tumorales, disminuyendo
progresivamente en la distancia.

Las superficies mucosas en tejidos gastrointestnabarcan 400 Ty estan cubiertos por una
capa de células epiteliales. La mayoria de losgantis con los que se encuentra el sistema
inmunolégico de un ser vivo a lo largo de su vidaan a través de las mucosas, siendo la mayor zona
del organismo en contacto con el medio externo. cCdefensa, la mucosa esta poblada con células del
sistema inmune, el llamado sistema inmunoldgicomdeosas. Por otro lado, en la lamina propia,
ubicada entre este epitelio yrauscularis mucosase encuentran normalmente linfocitos, macréfagos,

células dendriticas, ganulocitos y mastocitos (zpg6e06).
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Durante el proceso de multiestadiaje del tumdula® seleccionadas sufren cambios genéticos
para pasar de un estado al siguiente y que, endittaso, llegarian a la formacion del tumor maligno
En cada paso del proceso existen mecanismos desdefaturales contra el cancer, por lo que el
sistema inmune constantemente supervisando el rdésade tumores. Por ejemplo, durante el
crecimiento invasivo del tumor el tejido del enres destruido, por lo que se inducen diferentes
sefiales de inflamacion que dan lugar al reclutaimide células del sistema inmune. Sin embargo, a
pesar de que el sistema inmune es capaz de recaldaenor y destruirlo, un gran nimero de tumores
continda creciendo y evadiendo el reconocimierdestruccion por el sistema inmune (Lopez, 2006).
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CONCLUSION

+ La ultraestructura de tumores en pacientes nadivatg tratados con radioterapia y quimioterapia
mostro caracteristicas similares en términos deallasaciones producidas en el tejido epitelial,
asi como en la microvasculatura, inervacion y tejiduscular liso. Las mismas llevaron a

necrosis en todos los niveles del microambientduhedr.

£ En relacién a las alteraciones producidas en lidote peritumorales, la ultraestructura mostré
gue tanto en los pacientes tratados como en ldgatamlos se presentaron dafos en los mismos,
gue variaron desde leves hasta severos e inclayendeste ultimo caso de degeneracion y
necrosis. Sin embargo, en el caso de los pacidrdesdos se observd un incremento de la
autofagia en los tejidos estudiados, acompafadsearelulas musculares lisas por nucleos que se
asemejaron cada vez mas a los de las células rmtssulisas normales lo cual podria estar

relacionado con el tratamiento antineoplasico aghc

+ El infiltrado celular estuvo constituido a nivelldemor fundamentalmente por neutréfilos y
escasos linfocitos. Por el contrario, en las apagumorales, el infiltrado fue mas diverso,
localizandose adicionalmente a neutrofilos y liitfms; macrofagos y mastocitos, lo cual podria
estar asociado a procesos que ocurren en la irflamgue acompana a los efectos tumorales.

+ Cuadros apoptéticos no fueron localizados en lo®tas o en areas peritumorales en pacientes
no tratados, lo cual podria estar relacionado tgraelo de malignidad de los tumores estudiados.
Por su parte, en el area tumoral, en pacienteadtatsi se localizaron cuadros apoptoticos,
pudiendo ello estar relacionado con un efecto beinsb del tratamiento antineoplasico, dada la
relacion inversa que existe entre apoptosis y miglagl. Sin embago, la similitud en el grado de
alteracion de otras estructuras celulares y edtriaces perecian sugerir que el tratamiento por lo

menos no elimind del todo los efectos del tumdosiperitumorales.
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