diferenciados, y machos (55,56%) y hembras (44,44%) con adenocarcinomas pobremente
diferenciados.

No hay diferencia significativa (p=0,34606) entre el porcentaje de machos y hembras
en estadio de Dukes A (57,14% vs 42,85%), estadio B (63,33% vs 36,67%) y C (43,48% vs
56,52%).

Tampoco se ha encontrado relacion entre la asociacion o no a placa linfoide y el sexo
de las ratas (p=0,21931).

Se observaron lesiones metastasicas en el 83,87% de los tumores en ratas machos y en
el 73,33% de los tumores en ratas hembras. La distribucion de sexos no es significativamente
diferente entre la asociacion de las lesiones colorrectales a metéstasis (p=0,39836).

Las ratas macho presentan otros tumores sincronicos colorrectales en mayor
proporcion (82,05%) que la ratas hembras (68,05%), mostrando una diferencia significativa
(p=0,04696). El porcentaje de tumores sincronicos de intestino delgado es superior en las
ratas macho que en las hembras (p=0,00002).

1.1. 1. 3. Comparacion entre el sexo y las variables histoquimicas:
La distribucion de sexos no es significativamente diferente para la reactividad a las
distintas lectinas, tal como se muestra en la Tabla 4-10.

1.1.1. 4. Comparacion entre el sexo y el resultado por citometria de flujo:

Los estudios de comparacion de medias entre ratas macho y hembra en cuanto al
porcentaje de células en fase GoG; (p=0,6348), fase G,M (p=0,6484), fase S (p=0,7757) e
indice de proliferacion (p=0,6348) no muestran diferencias significativas.

1.1. 2. Localizacion

LOCALIZACION
Variable Categorias Ciego CA CT: C.D. Significacion(p)
Macroscopia T.P. 1 12 3 4 0,41797
TS. 1 6 6 4 ¥*=9,21170
T.E. 4 11 14 13
T.U. 4 4 13 2
Tamario <038 13 31 23 24 0,99542
>0.8 5 12 10 10 x%=0,06760
Tipo histolégico Tumor 8 36 26 23 0,00314
L. benigna 17 11 15 14 x?=13,83519
Adenocarci. 1 18 9 18 0,00191
Mucinoso 7 12 14 4 x? = 14,89528
Diferenciacion Moderado 15 6 16
Pobre 1 3 3 2
Dukes A 1 12 7 8 0,22093
B 2 9 8 11 x® = 8,24169
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C 5 9 8 3
Placa si 7 11 8 11 0,73236
no 18 36 33 26 x*=1,28643
Tumores si 21 30 30 32 0,07391
sincrénicos
no 4 17 11 5 ¥ = 6,93762
Tumores |. Delgado | si 8 17 14 23 0,03054
no 17 30 27 14 xz =8,90785
Metéastasis * si 6 11 13 10 0,20320
no 2 19 10 12 xz =4,60404
SBA Todo 2 10 10 7
Avreas 7 3 6 5
No 6 1 3
GSA-II Todo 1 6 4 5 0,22028
Areas 2 5 10 10 ¥ = 8,25222
No 4 3 2 3
PNA Todo 2 6 8 3
Avreas 4 3 6
No 2 3 3 3
UEA-I Todo 4 8 13 3 0,14777
Areas 3 5 5 8 x2=9,49144
No 1 6 2 2
% células GOG 1 m=8,25 m=24,33 | m=12,09 | m=12,36 | 0,0033
% células G2M m=23,50 m=10,5 m=18,23 | m=21,93 | 0,0349
% células S m=22,00 m=10,83 | m=20,05 | m=17,07 | 0,0667
. Proliferacion m=24,75 m=8,67 m=20,91 | m=20,64 |0,0033
* exclusivamente para adenocarcinomas y carcinomas mucinosos.
Tabla 4-16

Comparacion entre la localizacién y el resto de variables.

1. 1. 2. 1. Comparacion entre la localizacion y el resto de variables clinicas:

* Comparacion entre la localizacion y la macroscopia tumoral: La localizacion
tumoral no se relaciona con el aspecto macroscopico tumoral (p=0,41797).

* Comparacion entre la localizacion y el tamafio tumoral: No se ha encontrado
relacion entre la localizacion tumoral y el tamafio de dichos tumores (p=0,99542).

1. 1. 2. 2. Comparacion entre la localizacion y las variables anatomopatoldgicas:
Las lesiones neoplasicas se localizaron en el ciego en un 8,60%, en el colon
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ascendente en 38,71%, en el colon transverso en un 27,96% y en el colon descendente en un
24,73%, mientras que las lesiones benignas se localizaban en el ciego en un 29,82%, en el
colon ascendente en un 19,30%, en el colon transverso en el 26,32% y en el colon
descendente en el 24,56%. Se observé una diferencia significativa entre la localizacion y los
tipos histoldgicos benignos y malignos (p=0,00314).

La localizacion tumoral no se relaciona con la clasificacion de Dukes (p=0,22093).

Tampoco se ha encontrado relacion entre la asociacion o no a placa linfoide y la
localizacion tumoral (p=0,73236).

observa una relacion entre la localizacion y la aparicion de metéstasis (p=0,20320).

1. 1. 2. 3. Comparacion entre la localizacion y las variables histoquimicas:

Todos los tumores situados en el ciego presentaron reactividad para la lectina SBA.
En el colon ascendente un 52,63% mostraron reactividad en todo el tumor, 15,79% sélo en
areas y 31,58% ausencia. En el colon transverso 58,82% en todo el tumor, 35,30% solo en
areas y 5,88% ausencia y en el colon descendente 46,67% en todo el tumor, 33,33% sélo en
areas y 20% ausencia.

No se observaron diferencias significativas entre las localizaciones tumorales y la
reactividad para la lectina GSA-II (p=0,22028) ni para la lectina UEA-I (p=0,14777).

En el ciego mostraron marcaje de PNA 2 tumores (50,00%) y ausencia otros 2, en el
colon ascendente 10 tuvieron marcaje (76,92%) y 3 ausencia (23,08%), en el colon transverso
11 presentaron marcaje (78,57%) y 3 ausencia (21,43%), y a nivel del colon descendente 9
mostraron marcaje (75%) y 3 ausencia (25,00%), no mostrando diferencias significativas
(p=0,69977).

1. 1. 2. 4. Comparacion entre el resultado por citometria de flujo y la localizacion del tumor:

Los tumores estudiados se localizaban 2 en ciego (6,25%), 12 en colon ascendente
(37,50%), 11 en colon transverso (34,38%) y 7 en colon descendente (21,87%). Los estudios
de comparacion de medias entre las cuatro localizaciones coldnicas y el porcentaje de células
en fase GoG1(p=0,0033), porcentaje de fase G,M (p=0,0349) e indice de proliferacion
(p=0,0033) muestran diferencias significativas. El porcentaje de células en fase S no muestra
diferencias significativas (p=0,0667).

1. 1. 3. Aspecto macroscopico

MACROSCOPIA
Variable Categorias  |T.P. T.S. T.E. T.U. Significacion (p)
Tamafo <0.8 16 15 24 4 0,00188
>0.8 4 2 18 10 x* = 14,92806
Diferenciacion Moderado 7 8 18 4 0,95533
Pobre 1 2 5 1 x? =0,32462
Dukes A 4 7 13 4 0,63384
B 5 6 16 3 ¥*=4,31715
o 3 3 12 7
Placa si 2 3 3
no 18 14 39 14
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Tumores sincrénicos si 15 11 32 10 0,87012
no 5 6 10 4 x*=0,87012
Tumores |. Delgado si 10 8 22 7 0,98617
no 10 9 20 7 x?=0,14333
Metéastasis si 5 8 21 6 0,91098
no 7 8 20 8 x* = 0,53570
SBA Todo 6 6 10 3 0,66752
Areas 2 2 8 5 x* = 4,06765
No 2 2 2 2
GSA-II Todo 4 2 6 4 0,50663
Avreas 2 5 15 4 x? =5,29455
No 2 2 2 1
PNA Todo 4 2 8 3
Areas 1 5 6 1
No 3 5
UEA-I Todo 5 5 10 7
Areas 4 4 8 3
No 2 2 3
% células GOG 1 m=24,50 |m=16,00 |m=17,15 |m=1257 [0,4255
% células G2M M=10,00 |[rn=105 |m=18,17 |m=16,83 [0,7811
% células S m=8,00 m=13,17 |m=1565 |m=22,79 [0,1491
I. Proliferacion m=8,50 m=17,00 m=15,85 m=20,43 0,4255
Tabla 4-17
Comparacion entre el aspecto macroscopico tumoral y el resto
de variables.

1. 1. 3. 1. Comparacion entre el aspecto macroscopico y el tamafio tumoral:
Los tumores ulcerados son en su mayoria de gran tamafio, y los tumores sesiles y
pedunculados de pequefio, siendo estas diferencias significativas (p=0,00188).

1. 1. 3. 2. Comparacion entre el aspecto macroscopico y las variables anatomo-patoldgicas:
No se observa relacion significativamente estadistica entre el aspecto macroscopico y
las variables anatomo-patoldgicas estudiadas.

1. 1. 3. 3. Comparacion entre el aspecto macroscépico y las variables histoquimicas:

La reactividad de las lectinas estudiadas no muestra diferencias segin el tipo
macroscopico.
1. 1. 3. 4. Comparacion entre el aspecto macroscépico y el resultado por citometria de flujo:
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Los valores de las distintas fases del ciclo celular no se asocian al tipo macroscépico

tumoral.
1. 1. 4. Tamafo tumoral
TAMANO TUMORAL
Variable Categorias <08 >0,8 Significacion (p)
Tipo histoldgico Tumor 59 34 0,00185
Lesién benigna 32 3 x%=9,69288
Diferenciacion Moderado 27 10 0,69754
Pobre 6 3 x%=0,14200
Dukes A 20 8 0,00256
B 22 8 x% = 11,93294
C 8 17
Placa si 25 5 0,09101
no 66 32 x% = 2,85638
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Tumores sincrénicos Si 69 27 0,73558
no 22 10 ¥*=0,11405

Tumores |. Delgado Si 48 14 0,12599
no 43 23 x% =2,34120

Metéastasis si 33 20 0,06396
no 58 17 x° = 3,43149

SBA Todo 19 10 0,53750
Areas 11 10 ¥? = 1,24166
No 7 3

GSA-II Todo 9 7 0,90194
Areas 17 10 x* = 0,20640
No 7 5

PNA Todo 1 8 0,88892
Areas 7 6 x%=0,23550
No 7 4

UEA-I Todo 17 1 0,26363
Areas 11 10 ¥? = 2,66638
No 9 2

% células GOGI m=18,06 m=14,73 0,3169

% Células G2M m=15,41 m=17,73 0,4846

% Células S m=15,56 m=17,57 0,5456

. Proliferacion m=14,94 m=18,27 0,3169

Tabla 4-18
Comparacién entre el tamafio tumoral y las otras variables.

1. 1. 4. 1. Comparacion entre el tamafio tumoral y las variables anatomopatoldgicas:

Las lesiones benignas tenian un menor tamafio que las malignas, siendo estas
diferencias significativas (p=0,00185).

El grado de diferenciacion tumoral no se asocia significativamente con el tamafio
tumoral (p=0,69754).

El tamafio tumoral se asocia con el estadio de Dukes (p=0,00256); los tumores en
estadio C de Dukes son en un 68% de tamafio superior a 0,8 cm.

La presencia de placa linfoide no se relaciona con un tamafio superior (p=0,09101).

La presencia de otros tumores sincrénicos en colon no se asocia con el tamafio
tumoral (p=0,73558), tampoco la presencia de lesiones metastésicas (p=0,06396).

1. 1. 4. 2. Comparacion entre el tamafio tumoral y las variables histoquimicas:
La reactividad de cada una de las lectinas estudiadas no muestra relacion con el
tamario tumoral.
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1. 1. 4. 3. Comparacion entre el tamafio tumoral y el resultado por citometria de flujo:
Los valores de las distintas fases del ciclo celular no se asocian a pequefios o grandes
tamanos de los tumores.

IV. 1. 2. Comparacion de las variables anatomo-patoldgicas y el resto de variables

1. 2. 1. Comparacion de las variables anatomo-patoldgicas entre si
Mediante la prueba de ¥ se ha estudiado la relacion entre si de las variables: tipo
histologico, grado de diferenciacion, estadio de Dukes, presencia de metastasis, presencia de
otros tumores sincrénicos colorrectales, presencia de tumores en intestino delgado y
asociacion a placa linfoide.

TIPO HISTOLOGICO

Variable Categorias Adenocarcinoma |C. mucinoso Significacion (p)
Dukes A 20 8 0,01285

B 18 12 x? =8,76936

C 8 17
Placa si 4 3 1,00000

no 42 34 x?=0,00917
Tumores sincrénicos si 33 26 0,88336

no 13 11 x*=0,02152
Tumores |. Delgado Si 25 16 0,31452
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no 21 21 ¥?=1,01160

Metastasis Si 19 21 0,16139
no 27 16 x?=1,96111

SBA Todo 10 10 0,94601
Avreas 9 8 ¥*>=0,11100
No 4 3

GSA-II Todo 5 8 0,38959
Avreas 16 10 x?=1,88530
No 3 3

PNA Todo 7 8 0,11059
Areas 11 2 ¥? = 4,40389
No 4 2

UEA-I Todo 12 14
Areas 9 10
No 5

Tincién AB-PAS AB 1 6 0,005378
AB-PAS 4 5 x?=17,65177
AB/PAS 2 3
Ausencia 10 3

% células GOG1 m=18,76 m=13,19 0,0989

% Células G2M m=14,95 m=18,77 0,2575

% Células S m=15,47 m=18,00 0,4542

I. Proliferacién m=14,24 m=19,81 0,0989

Tabla 4-19

Comparacion entre el tipo histolégico y el resto de variables.

En estadio Dukes A se observaron 20 adenocarcinomas (71,43%) y 8 carcinomas
mucinosos (28,57%), en estadio B se observaron 18 adenocarcinomas (60%) y 12 mucinosos
(30%) y en estadio C se observaron 8 adenocarcinomas (32%) y 17 mucinosos (68%). La
distribucion del estadio tumoral (Dukes) es significativamente diferente dentro de los tipos
histoldgicos de malignidad de los tumores colorrectales de rata (p=0,01285). Los carcinomas
mucinosos tienden a diagnosticarse en estadio C de Dukes (Tabla 4-19).

Sin embargo, 19 adenocarcinomas (41,30%) presentaron metastasis y 27 no (58,70%),
mientras que 21 carcinomas mucinosos (56,76%) las presentaron y 16 no presentaron
(43,24%). La presencia de metastasis no es significativamente diferente dentro de los tipos
histologicos de malignidad de los tumores colorrectales (p=0,16139).

El tipo histolégico no se asocia significativamente a la presencia o no de placas
linfoides (p=1,0000).
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DIFERENCIACION
Variable Categorias Moderado Pobre Significacion (p)
Dukes A 18 2 0,05060
B 15 3 ¥® =5,96757
C 3 4
Placa si 4
no 33 9
Tumores sincrénicos Si 29 4 0,09217
no 8 5 ¥?=4,11162
Tumores |. Delgado Si 23 2 0,05902
no 14 7 x% = 4,65433
Metéastasis si 14 5 0,45563
no 23 4 ¥?=0,93735
SBA si 16 3 1,00000
no 3 1 x*=0,19512
GSA-II si 20 1 0,23913
no 2 1 ¥?=2,80519
PNA si 17 1
no 4
UEA-I si 17 4 1,00000
no 4 1 x%=0,00236
% células GOG 1 m=10,07 m=9,75 0,9203
% Células G2M m=9,70 m=11,13 0,6526
% Células S m=10,13 m=9,50 0,8414
I. Proliferacion m=9,93 m=10,25 0,9203
Tabla 4-20
Comparacién entre la diferenciacion celular y el resto de
variables.

No existe asociacion entre el tipo histolégico y la presencia o ausencia de otros
tumores colorrectales (p=0,88336), ni de otros tumores sincronicos de intestino delgado
(p=0,31452).

Dieciocho tumores colorrectales moderadamente diferenciados se encontraban en
estadio A de Dukes (48,65%), 15 en estadio B (40,54%) y 4 en estadio C (10,81%); mientras
que 2 tumores colorrectales poco diferenciados se encontraban en estadio A de Dukes
(22,22%), 3 en estadio B (33,33%) y 4 en estadio C (44,45%). Si bien se observa una
tendencia de los carcinomas poco diferenciados a presentar estadios de Dukes mas
avanzados, no existe diferencia significativa (p=0,05060) (Tabla 4-20).
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Ningun adenocarcinoma pobremente diferenciado se asocié a la presencia de placa
linfoide.

DUKES
Variable Categorias |Dukes A Dukes B Dukes C Significacion (p)
Placa si 3 4
no 25 26 25
Tumores sincrénicos  [si 17 25 17 0,15179
no 11 5 8 x? =3,77048
Tumores |. Delgado Si 13 16 12 0,85891
no 15 14 13 ¥?=0,30419
SBA Todo 7 8 5 0,83697
Avreas 3 9 5 ¥? = 1,44140
No 2 3 2
GSA-II Todo 3 6 4 0,98874
Avreas 9 12 5 x* = 1,46968
No 1 3 2
PNA Todo 7 4 4 0,26495
Avreas 3 9 1 x* =5,22532
No 2 3 1
UEA-1 Todo 6 11 9
Avreas 3 10 6
No 2 3
% células GOG1 m=17,79 m=17,58 m=14,46 0,6339
% células G2M m=15,57 m=15,42 m=18,13 0,7491
% células S m=15,75 m=16,50 m=17,38 0,9076
I. Proliferacion m=15,21 m=15,42 m=18,54 0,6339
Tabla 4-21

Comparacién entre la clasificacion de Dukes y el resto de variables.

No se aprecian diferencias significativas entre el grado de diferenciacion celular y la
presencia de otros tumores sincrénicos de intestino grueso (p=0,09217), ni en la presencia de
otros tumores de intestino delgado, aunque los tumores moderadamente diferenciados se
asocian con mayor frecuencia a tumores sincrénicos de intestino delgado.

El grado de diferenciacion moderado o pobre no se asocia significativamente con la
presencia o ausencia de metastasis a distancia (p=0,45563).

Ningun tumor en estadio C de Dukes estaba asociado a placa linfoide.

Los distintos estadios de Dukes no se asocian a la presencia o ausencia de otros
tumores colorrectales (p=0,15179), ni a la de tumores sincronicos de intestino delgado

148



(p=0,85891).

1. 2. 2. Comparacion de las variables anatomopatoldgicas e histoquimicas
Se ha empleado la prueba de 2 para comparar las variables anatomopatolégicas, tipo
histoldgico, grado de diferenciacion y estadio de Dukes, con las variables cuantitativas
resultado del enlace con lectinas en microscopia optica y tincion con PAS-AB.

1. 2. 2. 1. Comparacion entre el tipo histologico y el marcaje con lectinas:
(Tabla 4-19)

El 43,47% de los adenocarcinomas muestran enlace de SBA en todo el tumor, el
39,13% soélo en areas y el 17,39% no muestra enlace, mientras que el 47,62% de los
carcinomas mucinosos muestran marcaje de esta lectina en todo el tumor, el 38,09% sélo en
areas y el 14,29% no. La proporcion de tumores con enlace de SBA no difiere
significativamente segun el tipo histologico tumoral (p=0,94601).

El 20,83% de los adenocarcinomas muestran enlace de GSA-II en todo el tumor, el
66,67% solo en areas y el 12,5% no muestra enlace, mientras que el 38,09% de los
carcinomas mucinosos muestran marcaje de esta lectina en todo el tumor, el 47,62% sélo en
areas y el 14,29% no. La proporcion de tumores con enlace de GSA-II no difiere
significativamente segun el tipo histoldgico tumoral (p=0,38959).

El 31,82% de los adenocarcinomas muestran enlace de PNA en todo el tumor, el
50,00% sélo en éareas y el 18,18% no muestra enlace, mientras que el 66,66% de los
carcinomas mucinosos muestran marcaje de esta lectina en todo el tumor, el 16,67% sélo en
areas y el 16,67% no. La proporcion de tumores con enlace de PNA no difiere
significativamente segun el tipo histologico tumoral (p=0,11059).

El 31,82% de los adenocarcinomas muestran enlace de UEA-I en todo el tumor, el
50% soélo en areas y el 18,18% no muestra enlace, mientras que todos los carcinomas
mucinosos muestran marcaje con esta lectina, un 58,33% en todo el tumor y un 41,67% solo
en areas.

1. 2. 2. 2. Comparacion entre el grado de diferenciacion tumoral y el marcaje con lectinas:
(Tabla 4-20)

Nueve adenocarcinomas moderadamente diferenciados (47,37%) mostraron enlace de
SBA en todo el tumor, 7 (36,84%) solo en areas y 3 (15,79%) mostraron ausencia, mientras
que los adenocarcinomas poco diferenciados mostraron enlace en 1 caso (25%) en todo el
tumor, 2 en areas (50%) y 1 (25%) ausencia. No se observaron diferencias significativas
(p=0,70905) entre el grado de diferenciacion tumoral y el enlace con SBA.

Veinte adenocarcinomas moderadamente diferenciados (90,90%) presentaron marcaje
con GSA-Il y sblo 2 ausencia de marcaje (9,10%), mientras que de los adenocarcinomas
pobremente diferenciados 1 mostrd enlace y el otro no (50%), no existiendo diferencias
significativas entre el grado de diferenciacion celular y el enlace con GSA-II (p=0,23913).

Sélo pudo estudiarse un tumor poco diferenciado con la lectina PNA, mostrando
marcaje en todas las areas. Los tumores moderadamente diferenciados mostraron enlacen en
todo el tumor en 6 casos (28,57%), en areas en 11 (52,38%) y ausencia en 4 casos (19,05%).

Presentaron marcaje con UEA-I en todo el tumor 9 adenocarcinomas moderadamente
diferenciados, 8 sOlo en é&reas y 4 ausencia, de los adenocarcinomas pobremente
diferenciados 3 mostraron marcaje en todo el tumor, 1 en areas y 1 ausencia. La proporcion
de tumores con enlace de UEA-I no difiere significativamente segin la diferenciacion
tumoral (p=1,00000).

1. 2. 2. 3. Comparacion entre el estadio de Dukes y el marcaje con lectinas:
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(Tabla 4-19).

Presentaron enlace con SBA en todo el tumor 7 tumores en Dukes A (58,33%), 3 en
areas (25%), y 2 ausencia (16,67%); los tumores en estadio B presentaron enlace en todo el
tumor en 8 casos (40%), en 9 en areas (45%), y ausencia en 3 casos (15%); y en estadio C, 5
mostraron enlace en todo el tumor (41,67%), 5 en areas (41,67%) y 2 ausencia (16,66%). No
se observaron diferencias significativas entre el enlace con SBA y el estadio de Dukes
(p=0,83697).

Se observo enlace de GSA-II en todo el tumor en 3 tumores en Dukes A (23,08%), 9
en areas (69,23%), y ausencia en 1 caso (7,69%). En los tumores con estadio B de Dukes se
observé marcaje en todo el tumor en 6 casos (28,57%), en areas en 12 ocasiones (57,14%), y
ausencia en 3 casos (14,29%); en los tumores con estadio C de Dukes se observd enlace en
todo el tumor en 4 casos (36,36%), en areas en 5 casos (45,46%) y ausencia en 2 casos
(18,18%). La proporcion de tumores con enlace de GSA-II no difiere significativamente
segun el estadio de Dukes (p=0,98874).

De los tumores en estadio A de Dukes presentaron enlace de PNA en todo el tumor 7
casos (58,33%), en 3 en areas (25,00%) y ausencia en 2 (16,67%); los tumores Dukes B
presentaron enlace en todo el tumor en 4 casos (25,00%), en areas en 9 (56,25%), y ausencia
en 3 (18,75%); en estadio Dukes C se observaron 4 tumores con marcaje en todo el tumor
(66,66%), en éareas 1 (16,67%) y ausencia en 1 (16,67%). No existen diferencias
significativas entre el enlace con PNA y el estadio de Dukes (p=0,26495).

Presentaron enlace con UEA-I en todo el tumor 6 neoplasias (54,54%) en Dukes A, 3
en areas (27,28%) y 2 ausencia (18,18%). Todos los tumores en estadio B de Dukes
presentaron enlace; en todo el tumor 11 casos (52,38%) y en areas en 10 (47,62%). En
estadio C, 9 mostraron enlace en todo el tumor (50,00%), 6 en areas (33,33%) y 3 ausencia
(16,67%).

1. 2. 2. 4. Comparacion entre el tipo histoldgico y la tincién AB-PAS:

Los adenocarcinomas presentaron en 1 caso tincion AB (5,88%), en 4 AB-PAS
(23,53%), en 2 AB/PAS (11,77%) y en 10 ausencia (58,82%). Los carcinomas mucinosos
presentaron en 6 casos tincion AB (35,29%), en 5 AB-PAS (29,41%), en 3 AB/PAS
(17,65%) y en 3 ausencia (17,65%). Si bien se observa una mayor tendencia de los tumores
mucinosos a ser positivos para esta tincion, no se observan diferencias significativas
(p=0,05378).

1. 2. 3. Comparacion entre las variables anatomopatoldgicas y el resultado por citometria de
flujo

Mediante la prueba de independencia de Kruskal-Wallis se ha analizado la relacion
entre las variables anatomopatoldgicas tipo histoldgico, grado de diferenciacién y estadio de
Dukes y los resultados obtenidos por citometria de flujo.

1. 2. 3. 1. Comparacion entre el tipo histoldgico y el resultado por citometria de flujo:
El estudio de las medias de las fases del ciclo celular e indice de proliferacion no se
asocian al tipo histolégico (Tabla 4-19).

1. 2. 3. 2. Comparacion entre el grado de diferenciacién y el resultado por citometria de
flujo:
El grado de diferenciacion celular no muestra relacion con el resultado por citometria
de flujo(Tabla 4-20).
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1. 2. 3. 2. Comparacion entre el estadio de Dukes y el resultado por citometria de flujo:

El estudio de las medias de las fases del ciclo celular e indice de proliferacion no se
relaciona con el estadio de Dukes (Tabla 4-21).

IV. 1. 3. Comparacion de las variables histoquimicas y el resto de variables

En el estudio estadistico realizado previamente (apartados IV. 1. 1y 1. 2. 2. de este
capitulo) se ha demostrado que no existe relacion entre las variables histoquimicas y el resto
de variables del estudio.

IV. 1. 4. Comparacion del resultado del analisis por citometria de flujo con el resto de
variables

En el andlisis estadistico previo se ha demostrado que existen diferencias
significativas entre las fases del ciclo celular e indice de proliferacién segun la localizacién
tumoral.

1. 4. 1. Comparacion entre las semanas de tratamiento y el resultado por citometria de flujo

Mediante el estudio del coeficiente de correlacion lineal se ha estudiado la asociacion
entre los valores de citometria de flujo y las semanas de induccién tumoral.

No se ha mostrado correlacion lineal significativa entre las semanas de tratamiento y
ninguna de las variables cuantitativas resultado del estudio por citometria de flujo: porcentaje
de células en fase GoG; (r=-0,02886, p=0,7204), porcentaje de células en fase G,M (r=-
0,02316, p=0,5891) y porcentaje de células en fase S (r=-0,03332, p=0,9851) e indice de
proliferacion (r=-0,02886, p=0,7204).

1. 4. 2. Comparacion entre el resultado por citometria de flujo y el resto de variables
anatomo-patoldgicas

Los estudios de comparacién de medias entre los tumores solitarios (6,25%) y los
tumores sincronicos (93,75%) del porcentaje de células en fase de GoG; (p=0,2428), fase
G;M (p=0,0616), fase S (p=0,8456) e indice de proliferacion (p=0,2428) no muestran
diferencias significativas.

Tampoco se observan diferencias significativas entre la presencia o ausencia de otros
tumores sincrénicos de intestino delgado y el porcentaje de células en fase GoG; (0,7882),
fase GoM (p=0,5519), fase S (p=0,8030) e indice de proliferacion (p=0,7882).

Estudios de comparacion de medias entre la presencia (50%) o no de metastasis y el
porcentaje de células en fase GoG; (p=0,1316), fase Go,M (p=0,6108), fase S (p=0,3178), e
indice de proliferacion (0,1316) no muestran diferencias significativas.

La presencia o ausencia de placa linfoide asociada no representa diferencias
significativas en los valores, como media, del porcentaje de células en las distintas fases del
ciclo celular ni del indice de proliferacion.

IV. 2. Comparacion entre los grupos
IV. 2. 1. Variables clinicas

2.1.1. Sexo
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La distribucidn tumoral por sexos no muestra diferencias en los tres grupos de estudio
(p=0,18162).
2. 1. 2. Localizacion

En el grupo D no se observd ningan tumor a nivel del colon descendente-recto. Para
el estudio entre grupos se agruparon las localizaciones en 2 categorias: proximal (ciego y
colon ascendente) y distal (colon transverso y descendente).

Si consideramos los 3 grupos de estudio de inyeccion de DMH, se observan
diferencias significativas en cuanto a la localizacién (p=0,00805). Observandose un
predominio de la localizacion proximal cuando se administran bajas dosis de DMH. No
existen diferencias significativas entre los dos grupos tratados con dosis de 21 mg/kg/semana
de DMH (p=0,35479).

2. 1. 3. Aspecto macroscopico

Se observaron diferencias entre los tres grupos inyectados con DMH vy el aspecto
macroscopico del tumor. En el grupo B inyectado con altas dosis de carcindgeno durante 20
semanas se observé una mayoria de tumores exofiticos, mientras que en los animales del
grupo C era mas frecuente el tipo polipoideo. De forma que existen diferencias significativas
entre los grupos B y C (p=0,00536), y no cuando se comparan los grupos tratados durante
largos periodos de tiempo (p=0,17350) o entre el grupo de ratas que recibieron dosis de 10
mg/kg/semana y el grupo inyectado durante menor tiempo (p=0,33267).

2. 1. 4. Tamafo tumoral

No se apreciaron diferencias significativas entre los 3 grupos con respecto al tamario
tumoral para las lesiones benignas y malignas (p=0,82634).

IV. 2. 2. Variables anatomo-patoldgicas:
2. 2. 1. Tipo histologico

Clasificando todas las lesiones de los 3 grupos inyectados con DMH en dos
categorias, benignas y malignas, existen diferencias significativas entre ellos (p=0,00001).
Comparando los grupos 2 a 2, observamos que no existen diferencias significativas
(p=0,45869) entre los grupos que recibieron DMH durante largos periodos de tiempo (20
semanas), mientras si se observan entre el grupo de animales sacrificado en etapas
preneoplasicas y los grupos inyectados durante 20 semanas (p=0,00000 respecto al grupo B y
0,03221 respecto al D).

Sin embargo, no existen diferencias significativas entre los grupos y la presencia de
tumores malignos adenocarcinomas y carcinomas mucinosos (p=0,22189).

2. 2. 2. Grado de diferenciacién tumoral
Si comparamos los grupos B y D mediante la prueba exacta de Fisher observamos que

no existen diferencias entre los dos grupos inyectados durante 20 semanas (p=0,16444). En el
grupo C no se observaron tumores pobremente diferenciados.
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2. 2. 3. Estadio de Dukes

Si bien el grupo C mostr6é una mayoria de tumores en Dukes B, no existen diferencias
significativas entre los grupos (p=0,05602).

2. 2. 4. Presencia de tumores sincronicos colorrectales

En total 56 lesiones del grupo B estaban asociadas a otros tumores colorrectales, 52
del grupo B y 5 del grupo C, mostrando diferencias significativas (p=0,00145).

Las ratas que recibieron DMH a dosis de 10 mg/kg/semana mostraron menos tumores
colorrectales por rata (p=0,00104 respecto al grupo B y p=0,00080 respecto al grupo C). No
apreciandose diferencias significativas entre los dos grupos inyectados con dosis de 21
mg/kg/semana.

Variable Categoria GRUPO B GRUPOC |GRUPOD (Significacion
Sexo Macho 39 35 4 0,18162

Hembra 32 30 10 ¥%= 9,64505
Localizacion Ciego 7 14 4

C. Ascendente 27 12 8

C. Transverso 18 21 2

C. Descendente |19 18

Proximal 34 26 12 0,00805

Distal 37 39 2 x? = 9,64505
Macroscopia P. pediculado 19 10 1 0,02181

P. sesil 13 22 6 ¥ =14,80682

T. exofitico 27 11 5

T. ulcerado 10 2 2
Tamafo * <0,8cm 49 32 10 0,82634

>0,8cm 22 11 4 x?=0,38150
Tipo histol6gico Adenocarcinoma |31 12 3

C. mucinoso 21 9 7

C.insitu 5 5

Adenoma 1

D. leve 1 8

D. moderada 8 24 4

D. severa 4 7

Lesion benigna 14 39 4 0,00001

Lesion maligna 57 26 10 ¥® = 23,95340
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Diferenciacion Moderado 24 12 1

Poco 7 2
Dukes A 18 5 5 0,05602

B 15 13 2 x?=9,21162

C 19 3 3
Placa si 6 26 5 0,00007

no 65 39 9 ¥? = 19,19087
Tumores si 56 52 5 0,00145
sincronicos

no 15 13 9 ¥? = 13,06658
Tumores I. Delgado |si 41 19 2 0,00033

no 30 46 12 xz =16,03764
SBA Si 23 19 8 0,38071

no 7 2 1 x?=1,93143
GSA-II Si 23 15 5 0,89793

no 6 4 2 x?=0,21533
PNA Si 16 12

no 2 9 4
UEA-I Si 23 19 7

no 8 3
* En algunas lesiones no se ha considerado el tamafio tumoral, puesto que asentaban sobre mucosa
aparentemente normal.

Tabla 4-22
Comparacion entre los grupos inyectados con DMH (B, Cy D)
y el resto de variables.

2. 2. 5. Presencia de tumores sincronicos de intestino delgado
Si consideramos los 3 grupos de estudio de inyeccion de DMH se observan
diferencias significativas en cuanto a la presencia de tumores sincronicos de intestino delgado
(p=0,00033). Se observa que las ratas que recibieron altas dosis de DMH y durante 20
semanas (grupo B) presentan mayor porcentaje de tumores sincrénicos de intestino delgado.
No existiendo diferencia significativas entre los grupos C y D (p=0,25090).

2. 2. 6. Presencia de metéastasis

No se observaron diferencias significativas entre los grupos B y D (dosis total y
mitad) en cuanto a la presencia de metastasis (p=0,7455).

2. 2. 7. Presencia de placa linfoide
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Considerando lesiones benignas y malignas asociadas a placa linfoide, se observa que
existen diferencias significativas entre los 3 grupos (p=0,00007). EI grupo de estudio en
etapas preneoplasicas muestra una mayor asociacion a placa linfoide.

Si consideramos exclusivamente las lesiones neoplésicas persiste esta tendencia pero
las diferencias no son significativas (p=0,05956).

V. 2. 3. Variables histoquimicas

Las lectinas SBA y GSA-II no mostraron diferencias entre los grupos. Los 4 tumores
del grupo D incubados con la lectina PNA mostraron enlace con dicha lectina. Si
comparamos los grupos B y C se observan diferencias en la reactividad para dicha lectina
(p=0,02807), puesto que la mayoria de los tumores del grupo B se marcaban.

En el grupo D todos los tumores incubados con la lectina UEA-I presentaron
reactividad para la misma, no observandose diferencias significativas entre los grupos de
dosis alta de DMH.

V. 2. 4. Citometria de flujo
Fueron aptos para el analisis por citometria de flujo un total de 126 histogramas de los

5 grupos de estudio. En la Tabla 4-23 se muestran los valores del ciclo celular y el indice de
proliferacion para cada uno de los grupos de estudio (Figura 4-35).

FASE GOG1 |FASE G2M FASE S I. PROLIFERACION
NORMAL 88.74 5.03 6.21 11.25
DMH-NORMAL 86.65 591 7.43 13.34
DMH-TUMOR 87.50 4.84 7.65 12.49
EDTA 89.61 4.72 5.66 10.38
PRENEOPLASICO |89.96 3.95 6.07 10.03
Total 87.89 5.16 6.93 12.10

Tabla 4-23
Valores medios de las distintas fases del ciclo celular e IP para
los distintos grupos de estudio.

Previamente, se ha descrito la presencia de diferencias significativas en los valores del
indice de proliferacion segun la localizacion tumoral (Resultados B 1. 1. 2. 4). El grupo de
ratas que no recibié ningun tratamiento (normal) mostré diferencias significativas entre el
segmento de colon estudiado y la fase S (p=0,0465), pero no en cuanto al indice de
proliferacion (p=0,0712) (Tabla 4-24). El grupo control inyectado con EDTA, la mucosa
preneoplasica tanto de etapas previas o coexistiendo con tumores no presentan diferencias
significativas.

Normal DMH-Normal | DMH-Tumor |[EDTA Preneoplésico | Significacion
GOG1 m=71.34 m=50.11 m=59.64 m=81.65 m=87.00 0.0023
G2M m=63.50 m=77.90 m=55.92 m=53.74 m=42.33 0.0080
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S m=52.71 m=71.14 m=75.88 m=41.74 m=49.13 0.0042

IP m=55.66 m=76.85 m=67.39 m=45.38 m=40.04 0.0024

Tabla 4-24
Medias y significacion de las distintas fases del ciclo celular e
indice de proliferacion para los distintos grupos de estudio.

2. 4. 1. Comparacion entre los grupos de estudio y el resultado por citometria de flujo

Se han encontrado diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio y las
variables cuantitativas resultado del estudio por citometria de flujo. Las medias de 10s% de
celulas en fase GoG1, GoM, S vy el indice de proliferacion y su significacion estadistica se
muestran en la Tabla 4-24.

Cuando se estudia la variable indice de proliferacion (IP) comparando los grupos dos
a dos mediante la prueba U de Mann-Whitney, se observan diferencias significativas entre el
grupo normal y el grupo DMH-normal (p=0,0358), entre los grupos EDTA y DMH-normal
(p=0,0018) y EDTA y DMH-tumor (p=0,0483), preneoplasico y DMH-normal (p=0,0020).
EDTA y DMH-tumor (p=0,0483), preneoplasico y DMH-normal (p=0,0020). y preneoplasico
y DMH-tumor (p=0,0268). La comparacion de medias del resto de grupos no demostro
diferencias significativas.

Los estudios del % de células en fase S de los grupos muestra que existen diferencias
significativas entre la ausencia de tratamiento (grupo normal) y DMH-tumor (p=0,0353),
entre EDTA y DMH-normal (p=0,0077), entre EDTA y DMH-tumor (p=0,0022), y entre los
grupo preneoplasico y DMH-tumor (p=0,0078). La comparacion de medias no mostrd
diferencias significativas en los otros grupos.
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V. Discusion
V. 1. Aspectos morfoldgicos
V. 1. 1. Caracteristicas del cancer colorrectal inducido con DMH

Los tumores de intestino grueso inducidos por 1,2-dimetilhidracina en roedores son
histopatoldgicamente analogos al cancer de colon humano(212),(234).

La morfologia general de los tumores inducidos por DMH semeja los descritos
previamente por otros autores(203),(314).

Dosis de 21mg/kg/semana durante 20 semanas proporcionan una tasa tumoral en el
intestino grueso del 82,05%. Se han obtenido unas tasas inferiores a las de otros estudios que
oscilan entre el 90 y el 100%(167) (195) (195). ElI numero medio de tumores invasivos por
animal es de 1,26. Con dosis de 10 mg/kg/semana durante el mismo periodo se obtiene una
tasa del 55%, con una media de tumores invasivos por rata de 0,5, inferior a la publicada en
otras series(206).

Con altas dosis de DMH los tumores observados son generalmente multiples
(68,75%), mientras que con dosis de 10 mg sélo en un 18, 18%.

Los tumores inducidos con DMH no son clasificados de una manera uniforme en la
literatura, sin embargo, todos coinciden en una divisién entre adenocarcinomas mucinosos y
NO MUCINOSOS.

En conjunto en todos los animales usados en el modelo experimental se han
observado un 60,22% de adenocarcinomas no-mucinosos, considerando ademéas los
carcinomas in situ. Las cifras de tumores mucinosos (39,78%) son superiores a las obtenidas
en otros estudios, en los que suponen un 15% del total de tumores(206). Si consideramos
exclusivamente los tumores invasivos obtenemos un altisimo porcentaje de tumores
mucinosos (44,73%), mientras en la serie de Teague(320) este tipo tumoral constituye menos
de un 5% de todos los tumores invasivos.

Las distintas dosis y tiempos de induccion tumoral no representan una variacion
significativa en la presencia de adenocarcinomas mucinosos 0 N0 Mucinosos.

En este estudio la mayoria de los tumores son invasivos (89,25%), con cifras similares
a las observadas por Teague(320), y en 1 solo caso se describen adenomas, a pesar de que los
animales recibian dosis altas y bajas de carcinogeno, y distintos tiempos de inducciéon. El
adenoma observado en el estudio se observd en una rata que recibié altas dosis de
carcindgeno durante 20 semanas. Estos resultados difieren de los publicados por otros autores
con alta proporcion de adenomas(216), (314) y corroboran otros que afirman que en la rata la
mayoria de adenocarcinomas aparecen de novo sobre mucosa plana(208),(209).

Otra diferencia sustancial respecto a la literatura se refiere a la localizacion tanto de
las lesiones benignas como malignas. Mientras en el presente estudio se situaban con mayor
frecuencia en colon ascendente tanto en animales tratados con altas como con bajas dosis de
DMH; otros autores describen el predominio distal de las neoplasias(208),(211) ,(216) ,(303)
, otros las observan a nivel de la flexura mayor(314) (interseccion entre colon transverso y
descendente en este estudio), mientras otros encontraban una alta proporcién de tumores en el
ciego adyacente al ileon en ratones Swiss(216). Estas diferencias no pueden atribuirse a
emplear una distinta clasificacién anatémica, puesto que se ha considerado la distancia del
tumor al ano en todos los casos.

Se han observado diferencias entre los tipos histologicos y la localizacién tumoral: en
el colon descendente existe una mayoria de adenocarcinomas no mucinosos, mientras en el
colon transverso y el ciego se objetiva una mayor frecuencia de carcinomas mucinosos. En la
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literatura se recoge también una mayoria de adenocarcinomas no mucinosos en el colon
izquierdo(211).

Otros investigadores describen hallazgos histopatoldgicos distintos entre el colon
proximal y distal, observando que los adenocarcinomas mucinosos son mas frecuentes en el
colon ascendente(199), en asociacion con colecciones de foliculos linfoides(206),(300).
Postulando que el tipo de crecimiento lento del adenocarcinoma bien diferenciado es
probable que se origine en la propia mucosa del colon distal mientras que el tipo de
crecimiento rapido del colon proximal se realice a partir de glandulas atipicas en los foliculos
linfoides. Por lo tanto, se sugiere que la histogénesis y los procesos de crecimiento del
carcinoma son distintos en el colon proximal respecto al distal(571). Este aspecto no ha sido
confirmado, puesto que no se han observado diferencias entre la asociacion a placa linfoide y
los tipos histoldgicos malignos, se observaban foliculos linfoides en asociacion con
adenocarcinomas y con carcinomas mucinosos. Tampoco se han observado diferencias
respecto a la localizacion tumoral, ya que en los cuatro segmentos coldnicos los tumores
podian estar asociados a placas linfoides. El 8,43% de los tumores invasivos se localizaban al
lado de foliculos linfoides, muy por debajo del 22% observado por Ross(206).

La presencia de canceres experimentales en las parcelas linfoides formula la pregunta
de su posible papel en la modulacion de la proliferacion y la diferenciacion de las criptas
intestinales(152).

El tratamiento con bajas dosis de carcindgeno (10 mg/kg/semana) durante 20 semanas
reduce el numero de carcinomas de intestino grueso y delgado por rata y el nidmero de
animales con metéastasis respecto al grupo de altas dosis de DMH, tal como habian descrito
previamente otros autores(167). Sin embargo, no hay diferencias respecto a los tipos
histologicos y grado de diferenciacion. La principal dificultad par el uso de esta dosis y
durante este periodo de tiempo como modelo experimental es la ausencia de lesiones en el
colon descendente, constituyendo la principal diferencia respecto al carcinoma de intestino
grueso humano.

En el grupo de ratas inyectado con dosis de 21 mg/Kg/semana de DMH y sacrificio en
etapas precoces se detectd el primer tumor maligno en la semana 16 de induccién.
Greener(155) encuentra tumores a las 18 semanas en ratas inyectadas con 20 mg/kg del
carcindgeno, desarrollandose en la mayoria de los animales los canceres definitivos a las 24
semanas de tratamiento. Otros estudios reflejan un periodo de latencia idéntico a dosis de 10-
20 mg/kg/semana(196).

Los tumores mucinosos se encuentran en grados de invasion superior (78,38% en
Dukes B o C) comparado con los adenocarcinomas no mucinosos. La relativamente baja
invasividad de las lesiones no mucinosas queda reflejada en la alta proporcion de Dukes A
(53,57%) si asociamos los 10 carcinomas in situ observados en el estudio. Los resultados
obtenidos son similares a los observados por otros investigadores(199),(206).

Las tres pautas de tratamiento no han mostrado diferencias en la clasificacion de
Dukes.

El tamafio tumoral esta relacionado con la invasividad del tumor.

Algunos trabajos describen que los tumores mucinosos son los Unicos que se asocian
con metastasis(300), mientras que en el presente estudio tanto los tumores mucinosos como
los no mucinosos muestran metastasis: Es mas, los tumores con heterogeneidad morfoldgica
presentan metastasis con ambos componentes.

Las metastasis son locales, peritoneales, en los ganglios regionales o a distancia al
igual que lo observado previamente por otros investigadores(155).

Existe una ligera menor susceptibilidad de las ratas hembras al carcindgeno. Se han
descrito 41 lesiones malignas en hembras (44,09%) frente a las 52 desarrolladas en machos
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(55,91%). Sin embargo, se observan diferencias significativas respecto al tipo histolégico y
una mayoria de ratas hembras presentan carcinomas mucinosos.

La presencia de tumores no colorrectales en el presente estudio concuerda con los
previamente publicados de carcinogénesis por DMH(206). Asi como la localizacion mas
frecuente a nivel de intestino delgado, en el duodeno y

yeyuno proximal(206).

V. 1. 2. Caracteristicas de las lesiones benignas inducidas con DMH

La exposicion al carcinbgeno DMH induce cambios morfoldgicos precoces en las
glandulas de la mucosa de aspecto macroscopico normal en etapas preneoplésicas.

La presencia de glandulas displésicas asociadas a placa linfoide es un evento precoz,
ya visible en las primeras 4 semanas de inyeccion con DMH a dosis de 21 mg/kg/semana.

Las primeras lesiones displasicas no asociadas a placas linfoides se apreciaron en la
sexta semana, eran displasias leves y se situaban en el ciego. No pudimos detectar en ningun
caso la aparicion de un tumor invasivo originado dentro de un adenoma en la rara, trabajos
similares confirman nuestros resultados(178),(188). Incluso Maskens(193), describio la
aparicion de los poélipos benignos en periodos de latencia superiores a los del carcinoma,
también en nuestro caso el hallazgo del unico adenoma del estudio se obtuvo de una rata
sacrificada a las 34 semanas, es decir, con un maximo periodo de induccion.

Es importante remarcar la coexistencia de lesiones benignas (displasias, adenoma) y
malignas en el tiempo. Aunque en este grupo se observara con mayor frecuencia la presencia
de lesiones benignas, tipo displasia, no existe una secuencia en la aparicion de lesiones a
partir de un cierto periodo de latencia. Estos resultados niegan la secuencia adenoma-
carcinoma en el modelo animal de carcinogénesis inducida con DMH, propia de la neoplasia
colénica humana(572),(68). En que el adenocarcinoma de colon puede entenderse como el
final de un aparente proceso continuo que incluye el adenoma en el punto medio y el colon
normal al principio. De hecho, no es probable que todo carcinoma colorrectal tenga su origen
en un polipo. La mucosa coldnica respondiendo a los factores que promueven el crecimiento
polipoide podrian responder similarmente con el desarrollo de un carcinoma sin que
intervenga el crecimiento polipoideo benigno.

Por otro lado, confirman la relacion de las placas linfoides con la degeneracion
neoplasica. Se sabe que la renovacion epitelial ordenada depende de la membrana basal que
actiia como un recubrimiento de soporte maévil y supone un de freno de la progresion celular
y por consiguiente de las mitosis(573). Las placas linfoides generalmente rompen la
membrana basal aumentando el area proliferativa y la capacidad neoplésica.

V. 1. 3. Focos y lesiones de predisplasia

La transformacion de la mucosa del intestino grueso se caracteriza por acumulacién
de lesiones cada vez méas aberrantes a medida que aumenta la exposicion al carcindgeno,
antes del desarrollo de tumores invasivos.

Desde que Spjut y Smith en 1977(574), describieran las lesiones focales
predisplasicas en ratas tratadas con DMH, numerosos estudios se han efectuado al
respecto(572), (575).

Las criptas aberrantes o focos de predisplasia son criptas de tamafio aumentado, linea
epitelial mas gruesa y zona pericriptal aumentada, que se sitGan generalmente en la parte
superior de la cripta(572). Semejantes anormalidades en las criptas han sido puestas de
manifiesto en la mucosa colonica humana inmediatamente al lado y a distancia de cancer de
colon al igual que en areas afectadas por la enfermedad de Crohn(166),(575).
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Los focos de predisplasia se consideran la primera etapa en el desarrollo de neoplasias
colonicas y representan focos neoplasicos clonogénicos, a partir de los cuales se desarrolla el
tumor, y sostienen el origen clonal de la neoplasia(572).

El status preneoplasico es un estado comprometido y no es dependiente de la
presencia del carcindgeno. Todo el epitelio de la cripta es preneoplasico, aunque no todas las
células progresan al estado abiertamente transformado(295).

En este estudio las lesiones de predisplasia afectando a glandulas aisladas o grupos de
2 glandulas se observaron a las dos semanas de iniciado el tratamiento con DMH, siendo més
evidente en la porcion apical del epitelio. De forma concomitante lesiones més difusas y de
iguales caracteristicas aparecieron en el ciego, y mas ligeramente en colon ascendente,
mientras en colon transverso y descendente la morfologia estaba conservada. Cooke y
colaboradores(314) también han demostrado areas focales de criptas ensanchadas en la
mucosa macroscépicamente normal de ratas tratadas con DMH durante una fase muy precoz
de la carcinogénesis usando microscopia electronica de scanning y Glickman et al.(576)
describen severas aberraciones nucleares en las criptas del colon de ratén tras una Unica
exposicion al carcindgeno. Otros autores describen su presencia en etapas mas tardias, a
partir de la 92 semana de exposicién(320).

Estos hallazgos difieren de los vistos por James et al(235), en otra especie animal, con
predominio de las lesiones en el colon distal. Otros autores describen ausencia de afectacion
del ciego durante el periodo de tratamiento(577).

Las lesiones secuenciales observada por Delapierre et al.(578) en ratas Wistar con
alteracion de las mucinas en ratas a partir de la 2° semana y modificaciones nucleares de las
células caliciformes en la 22 semana, y de las absortivas en la 3% concuerdan con los
resultados obtenidos.

Al igual que los resultados presentados por otros investigadores(211),(575) con el
tiempo de tratamiento aumenta la frecuencia y el tamario de estas lesiones en cada segmento
intestinal.

La aparente recuperacion de las lesiones predisplasicas en la cuarta semana de
inyeccién podria atribuirse a una recuperacion del efecto toxico local agudo del carcinégeno.

Existe una disminucion progresiva en el numero de células caliciformes y una
disposicién irregular del nacleo, menos evidente en el colon descendente, sugiriendo que éste
no es el segmento "diana” por excelencia de la carcinogénesis inducida por DMH en este
modelo.

En este estudio la hiperplasia de las glandulas mucosas, caracterizada por una
elongacién de las mismas, se objetiva en la mucosa macroscopicamente normal de ratas que
han recibido altas dosis de carcindgeno a diferencia de lo observado por otros autores como
un evento precoz de la carcinogénesis.

Los hallazgos del presente estudio experimental sugieren que las areas de criptas
aberrantes pueden interpretarse como lesiones precursoras en el desarrollo del cancer de
colon y pueden ser de gran importancia en el diagnostico de pacientes con riesgo de padecer
esta neoplasia.

V. 1. 4. Microscopia electrénica de scanning

En términos amplios el MES ha sido usado generalmente para examinar la topografia
de las superficies naturalmente expuestas de células y tejidos. Aln, en muchos estudios es
esencial explorar tanto los aspectos de superficie, como las relaciones espaciales de las
células localizadas en los tejidos, y visualizar estructuras intracelulares de interés(416).

En contraste con las secciones de microscopia electronica de transmision, la MES nos
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permite un analisis tridimensional de los eventos que ocurren en la superficie celular.

Diversos estudios muestran las caracteristicas de la mucosa normal y tratada con
DMH mediante MES, sin embargo, estos estudios no se refieren a todos los segmentos del
intestino grueso y se limitan al colon distal(313),(579).

La observacion con MES muestra clara diferencias regionales en el aspecto de la
mucosa normal de la rata a pocos aumentos, aungue la superficie epitelial esta cubierta en su
mayoria por una densa capa de moco.

Se observan diferencias en la disposicion de los pliegues: el ciego muestra pliegues de
disposicion irregular, en el colon ascendente y transverso se disponen oblicuamente y en el
descendente son longitudinales paralelos al eje del intestino.

El aspecto, forma y numero de las criptas varia en los cuatro segmentos del intestino
grueso. En el ciego son circulares y abundantes, en el colon transverso tienen aspecto
fusiformes y abultadas, con abundantes grumos de moco sobre ellas. En el colon transverso
se observan escasos orificios criptales. EI colon descendente muestra circunvoluciones, con
aspecto cerebroide.

A mayor aumento, se puede apreciar las microvellosidades en los cuatro segmentos,
gue no muestran diferencias entre ellos.

Los cambios morfoldgicos observados durante la carcinogénesis experimental con
DMH indican que hay un patrén definido de anormalidades mucosales progresivas
empezando mucho antes del desarrollo de tumores focales de colon, que estas alteraciones
son dosis dependiente, y que son mas evidentes en el colon proximal, corroborando que es
esta region el érgano diana de este modelo experimental.

Las neoplasias del intestino grueso de la rata no muestran diferencias
ultraestructurales segun la localizacion colonica y se asemejan a las descritas por otros

autores(313),(579).

V. 2. Expresion de glicoconjugados

Las mucinas son las fuentes predominantes de glicoproteinas en el epitelio
gastrointestinal, y su estructura difiere segun la localizacion en el tracto gastrointestinal y el
estado de diferenciacion(329),(580).

Estudios histoquimicos con tinciones como el acido periodico de Schiff, azul alzian,

diamina rica en hierro y diamina azul alzian rica en hierro, han demostrado la presencia de
mucosustancias en la mucosa colonica(351).
Se acepta que alteraciones estructurales en el moco secretado estan directamente relacionados
con algunas enfermedades gastrointestinales. Este concepto es sostenido por hallazgos
histoquimicos que muestran algunos cambios estructurales en células epiteliales benignas y
malignas. Las alteraciones histoquimicas, caracterizadas por una cantidad mayor de
glucoproteinas sulfatadas y acido sialico sustituidas o por cambios en la antigenidad de grupo
sanguineo son de significado diagnéstico en la préctica patohistoldgica, estos métodos
histoquimicos clasicos no permiten discriminar los diferentes carbohidratos. Para comprender
las actuaciones del moco sin embargo, se necesitan analisis mas detallados de sus secuencias
carbohidrato.

Por otra parte, los estudios bioquimicos realizados en el intestino grueso no pueden
precisar la distribucién de los carbohidratos a nivel celular y subcelular.

V. 2. 1. Microscopia Optica

2.1. 1. Mucosa normal
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La aplicacion de las distintas lectinas en muestras de intestino grueso permiten
observar diversos patrones de localizacion de los glicoconjugados del epitelio.

Los resultados obtenidos con lectinas conjugadas con oro coloidal en ratas controles
normal no difieren de los presentados por otros autores usando lectinas conjugadas con otros
marcadores(462) (465),(392).

Cada una de las lectinas usadas en el estudio ha mostrado un patrén de reactividad
propio y caracteristico, mostrando diferencias a lo largo de las criptas, asi como a nivel de los
distintos segmentos del colon normal de rata.

Freeman(328) realiza estudios histoquimicos del contenido en azucares y de la
actividad de diversas glicosidasas y glicosiltransferasas en el colon de rata normal y tratado
con DMH a nivel proximal y distal, encontrando diferencias regionales entre el colon de rata
normal proximal y distal. Diversos estudios histoquimicos han sugerido diferencias
regionales entre el colon de rata normal proximal y distal en relacion al contenido mucoso de
carbohidratos y enzimas implicadas en el metabolismo de glicoproteinas. El contenido en
azucar es mayor distalmente. Existen diferencias regionales para la mayoria de las
glicosiltransferasas y algunas actividades degradativas de la glicosidasa.

Las claras diferencias observadas en los patrones de enlace de lectina en los cuatro
segmentos del intestino grueso de rata, asemejan a las descritas por otros investigadores para
la SBA(394), UEA-I(392),(465) ,(466) y PNA(463). A pesar de esto, se han encontrado
diferencias atribuibles a la especie animal empleada o a la sensibilidad de la técnica, como la
ausencia de diferencias regionales de enlace de la UEA-I observadas por Freeman(392).

Las diferencias mas notables se han observado con la UEA-I. Esta lectina marca la
mucina de ciego y colon ascendente, pero no la mucosa del colon descendente, teniendo el
colon transverso un comportamiento mixto entre colon ascendente y descendente.

Las posiciones terminales de las cadenas laterales de oligosacaridos estan
generalmente ocupada por &cido sialico-fucosa, estos dos azlcares compiten entre si para la
ocupacion de las posiciones terminales. En estudios quimicos de secreciones normales en
humanos se observa un contenido de acido sidlico mayor y menor de fucosa en la mucosa
rectal. Ya que la UEA-I es especifica al residuo fucosil terminal la falta de enlace de esta
lectina con el moco rectal puede estar relacionado con el bajo contenido en fucosa del recto.
Otra posible explicacion a la ausencia de enlace distal no estaria relacionado con el contenido
de fucosa, sino en la presencia de &cidos sidlicos que compiten para la ocupacién de las
posiciones terminales de las cadenas laterales de los azUcares. Cabe suponer que idénticos
motivos se dan en el colon descendente de la rata.

Las lectinas SBA, GSA-II y PNA muestran enlace en todos los segmentos col6nicos.
La SBA reconoce especificamente residuos no reducidos de N-acetil-D-galactosamina,
situados en la posicion terminal de las glicoproteinas.

Las diferencias regionales en la expresion de glicoconjugacion pueden correlacionarse
con la distinta actividad de las glicosiltransferasas y glicosidasas en los segmentos proximales
y distales del intestino grueso de la rata.

Las lectinas muestran asimismo diferencias de enlace en los distintos niveles de las
criptas. Las lectinas SBA y GSA-II presentan diferencias a lo largo de las criptas y en su
comportamiento de unién a nivel citoplasmatico o supranuclear en las distintas localizaciones
colonicas.

En el ciego, la SBA se une a la mucina de las células caliciformes a nivel basal, en los
tercios medios y apical la situacién es supranuclear. En el resto del colon se sitla en
citoplasma de las células caliciformes en toda la longitud de la cripta. Por lo tanto, la N-
acetilgalactosamina es un carbohidrato terminal presente en la mucina del intestino grueso,
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aungue no a todos los niveles.

La GSA-II también muestra diferencias locales con mayor afinidad por los segmentos
basales.

La PNA muestra una disposicion constante en todos los segmentos del colon, y su
reactividad queda confinada en el area supranuclear de las células caliciformes y columnares.
En el intestino grueso normal de rata las vacuolas de moco de las celulas caliciformes no se
han marcado con esta lectina. Se ha observado marcaje de la superficie luminal del ciego y
débilmente la del colon proximal, pero no reacciona con la superficie luminal del colon distal.

En el ciego, la UEA-I se une a la mucina de las células caliciformes en toda la
longitud de la cripta, en el colon ascendente de la rata queda confinada a la base de las
criptas. Estos gradientes de reactividad se relacionan con el grado de diferenciacion celular.

En general, las lectinas usadas en este estudio muestran un patrén de reactividad
similar al observado en el colon humano(441) (443),(446) ,(351) ,(450).

Las diferencias regionales reflejan modificaciones cualitativas y cuantitativas en la
estructura de los glicoconjugados celulares.

2. 1. 2. Lesiones neoplésicas

Los patrones de reactividad de las lectinas en las lesiones neoplasicas difieren
considerablemente de los de la mucosa normal. Estos cambios observados en los tumores
indican una clara modificacion del metabolismo de los glicoconjugados en la transformacién
neoplasica.

Los estudios bioquimicos previos describen diferencias considerables en el contenido
de carbohidratos o glicoproteinas mucinosas entre mucosa colonica normal, adyacente no
afectada y tumores colonicos. El tratamiento con el carcindgeno DMH tiene un efecto
diferencial en el tipo de azucar y enzimas implicadas en el metabolismo glicoproteico, con
reduccién en el contenido de azucar (hexosa total, no dializable y enlazada) y aumento de las
enzimas galactosiltransferasas(328).

El patrén de unidén de las lectinas a los carcinomas se han caracterizado por
positividad de la SBA en 83, 33% de los casos, de la GSA-Il en 78,18%, PNA en 70, 77% y
UEA-Il en 76,67%.

Las diferencias mas notables entre los carcinomas y la respectiva mucosa normal se
han observado en todos los segmentos del colon con la lectina PNA y con la UEA-I en el
colon descendente, con aumento de la reactividad para dichas lectinas. Si las alteraciones
observadas son hechos primarios o reflejan cambios secundariamente a la transformacion
neoplésica se desconoce.

Por el contrario, la SBA ha mostrado un enlace disminuido en los tumores de colon
ascendente respecto a los controles normales, la reduccion del enlace indica que hay menos
residuos GalNAc terminales no reductores en las cadenas de oligosacaridos de la mucina
debido probablemente a una glicosilacion incompleta superior de las glicoproteinas en este
segmento con altas tasas de neoplasia.

La GSA-II no mostr6 diferencias regionales evidentes en su enlace, aunque tanto en
colon ascendente como en transverso normal se encuentran a nivel supranuclear, en las
mismas localizaciones tumorales se expresa como una fina tincién de las membranas
celulares apicales y en ocasiones del citoplasma de las células caliciformes, y explicaria un
aumento de la N-acetilglucosamina en la mucina de las células transformadas.

Los resultados con las lectinas PNA y UEA-I en los carcinomas de rata inducidos con
DMH confirman los obtenidos en estudios previos(463),(466) ,(467) y son similares a los
observado en el cancer humano(454),(351).
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Los cambios mas aparentes se han detectado con la PNA. Esta lectina muestra
afinidad para los grupos galactosil y reconoce el disacarido D-Gal-f(1-3) D-GalNAc. A
diferencia de la mucosa normal, la reactividad de esta lectina en los carcinomas se localiza en
la superficie luminal del epitelio, en el material intraglandular y en las vacuolas de mucina de
las células tumorales. Las células neoplésicas presentan la capacidad de expresar la estructura
D-Gal-g (1-3) D-GalNAc en compartimentos donde habitualmente no se encuentra. El hecho
que esta estructura ocupe normalmente una posicion interna en las cadenas oligosacaridas de
los glicoconjugados sugiere que las células neoplasicas sintetizan glicoconjugados
incompletamente glicosilados, antes de la incorporacion del acido siélico terminal. El enlace
de PNA observado en los tumores puede explicarse también por una disminucién de las
glicosiltransferasas a este nivel con aumento de la sintesis del antigeno de grupo sanguineo
T(318).

La PNA ha mostrado afinidad por los tumores de intestino grueso de rata
independientemente de la localizacion tumoral, a diferencia de lo observado por Calderd et
al(463), con menor expresion en el colon proximal.

La UEA-I se enlaza con la, -L-Fucosa y muestra gran afinidad por las neoplasias de
intestino grueso, tal como previamente se ha descrito. Aunque las situadas en el colon
ascendente presentan la menor reactividad, con cambios en relacion a la mucosa normal, no
se observan diferencias significativas entre la localizacion tumoral y el enlace con esta
lectina.

Es decir, en el colon proximal, la, -L-Fucosa es accesible a la lectina en condiciones
normales y estd disminuido o no es accesible para todas las neoplasias. A diferencia de lo
publicado por otros autores(463) en que la positividad obtenida con la UEA-I no varia con la
transformacion neoplésica. La pérdida del efecto gradiente proximal-distal en las muestras
tumorales parece ser debida a una capacidad disminuida de disponibilidad de los residuos
fucosil en el colon ascendente.

La UEA-I es positiva en el colon transverso y descendente, indicando la sintesis de

glicoconjugados con residuos = -L-Fucosa en el terminal no reducido de las cadenas
oligosacaridos, los cuales no estaban presentes en condiciones normales.

Las diferencias regionales en el enlace de las neoplasias con las lectinas PNA y UEA-
I, respecto a la mucosa normal sugieren que los mecanismos que condicionan las diferencias
segmentarias se pierden en la transformacion maligna.

La heterogeneidad intratumoral en la reactividad de las lectinas estudiadas, expresada
en los resultados como areas de marcaje, con alternancia de zonas tumorales reactivas con
otras de intensidad disminuida o ausente, podria reflejar la existencia de diferentes
subpoblaciones celulares en un mismo tumor, con distinta alteracion en el metabolismo de los
glicoconjugados o podria traducir simplemente la existencia de tumores con patron mixto
adenocarcinoma-carcinoma mucinoso o con diferente grado de diferenciacion, observado en
otros estudios de carcinogénesis por DMH(320) que tendrian diferente contenido en
carbohidratos.

Las lectinas SBA y GSA-II no mostraron diferencias entre los grupos de estudio. En
el grupo D pudieron estudiarse menos casos con las lectinas PNA y UEA-I, mostrando enlace
de lectina todos los tumores de intestino grueso. La lectina PNA mostr6 diferencias entre los
dos grupos que recibieron altas dosis de carcindgeno, la mayoria de los tumores del grupo de
inyeccion mas prolongada presentaron enlace de esta lectina a diferencia del grupo de
sacrificio mas precoz. Este hallazgo podria explicar que periodos prolongados de induccion
tumoral incrementan la capacidad de expresar la estructura D-Gal-f(1-3) D-GalNAc.

La reactividad de las lectinas estudiadas no muestra diferencias segun el aspecto
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macroscopico y el tamafio tumoral.

Tampoco han mostrado diferencias respecto al tipo histologico, grado de
diferenciacion y el estadio de Dukes. En tumores humanos se ha encontrado mayor
reactividad de las lectinas GSA-Il y PNA en los tumores invasivos que
en los carcinomas mucosales(443).

2. 1. 3. Mucosa macroscopicamente normal de ratas inyectadas con DMH

En este estudio hemos observado cambios graduales y progresivos de los
glicoconjugados determinados por lectinas de la mucosa del intestino grueso de la rata, segun
las semanas de exposicion al carcinégeno.

Varios autores han descrito un cambio en la produccion de moco del colon de rata
tratado con DMH. Filipe(581) encontr6 un aumento de los &cidos sialicos en la mucina de
ratas tratadas con este carcindgeno y depleccion de las sulfomucinas en las seis primeras
semanas de tratamiento. Varios autores han descrito un cambio en la produccion de moco de
colon de rata tratado con DMH. En la serie de Delapierre et al.(578) en ratas Wistar se
observa un paro en la secrecion de sulfomucinas en algunas criptas, en la porcién superior o
en toda la longitud con una dosis de 30 mg/kg. Otros autores observan glandulas sin cambios
epiteliales asociados que presentan una ausencia completa de mucosustancias(196). Otros
autores describen cambios paralelos cualitativos y cuantitativos en las sialoglicoproteinas en
las distintas regiones del colon durante la carcinogénesis inducida con DMH(582).

Al igual que en la mucosa neoplasica los cambios regionales mas importantes se han
observado con las lectinas PNA y UEA-I y asentaban sobre mucosa sin alteraciones
epiteliales evidentes. Estos resultados difieren de los publicados por Balzer et al.(468) en
ratas Wistar en que no observa cambios en el patron de enlace de UEA-I respecto a las ratas
control ni cambios constantes cancer-asociados en la mucina con la lectina PNA.

La SBA ha mostrado un patrén irregular de enlace en el ciego y colon descendente, y
en general una disminucion de la reactividad a partir de la 16 # semana, concomitante a la
aparicion de lesiones tumorales.

La GSA-II ha mostrado disminucion de la reactividad en el colon ascendente.

Coincidiendo con la accion toxica local del carcindgeno en las dos primeras semanas
de iniciada la inyeccion con DMH se observo enlace de la PNA a la mucina de las células
caliciformes, que posteriormente desaparecio para hacerse constante en la semana 26.

La UEA-I mostrd disminucion de la reactividad en ciego y colon ascendente y un
aumento de la misma en el colon descendente a partir de la semana 16. Estos resultados son
congruentes con la observacion de un menor enlace en los tumores de este segmento.

La aparicion de la UEA-I en la mucosa del colon descendente de ratas tratadas con
DMH sugiere la reaparicién de los antigenos de grupo sanguineo H, la alteracién de la
estructura terminal de los carbohidratos de este segmento con formacion de cadenas de
azucar adicionales o a la produccidn de glicoproteinas neoplasicas

Estos hallazgos expresarian cambios bioguimicos en la funcion celular no observados
en los estudios morfolégicos convencionales.

Al igual que en el trabajo de Suzuki et al(571) se han observado diferencias en los
patrones de enlace de las lectinas entre los carcinomas y/o las glandulas atipicas asociadas a
foliculos linfoides y la mucosa col6nica normal de la rata. Asi como entre el enlace de las
lectinas en los focos de glandulas predisplasicas y la mucosa normal, tumoral y en las
glandulas atipicas asociadas a foliculos linfoides de ratas inyectadas con DMH.

Puesto que tanto criptas predisplasicas aberrantes como las glandulas atipicas
asociadas a foliculos linfoides han sido descritas como lesiones precursoras del cancer de
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colon en este modelo experimental, las distintas caracteristicas en los glicoconjugados de
estas lesiones podria establecer dos origenes distintos de las neoplasias inducidas por DMH.

2. 1. 4. Mucosa transicional

Los estudios de Filipe et al(583), Riddell y Levin(102), y Shamsuddin et al(584) han
mostrado que la mucosa adyacente a carcinoma de colon (mucosa transicional) no es normal,
mientras que otros estudios que algunos de los cambios descritos son inespecificos ya que
aparecen en procesos inflamatorios. Especificamente, Filipe y Branfoot(583), encontraron
aumento de sialomucinas en la mucosa transicional, (en la mucosa normal predominan las
sulfomucinas). Riddell y Levin(102), y Dawson y Filipe(104) describieron alteraciones
ultraestructurales, distorsion y pérdida de la arquitectura normal de la mucosa y células
inmaduras e intermedias en los niveles altos de las criptas. Shamsuddin et al. (584) describen
cambios benignos mucosales no polipoides, incluyendo un aumento en las células
caliciformes y una disminucion en las células absortivas, un aumento en la longitud de las
criptas de 0,8 a 2 mm; variaciones en la configuracion glandular tales como ramificacion,
tortuosidad y criptas distendidas; células basales hiperplasicas y numero aumentado de
mitosis(500). Freeman(328) ha descrito diferencias en el metabolismo de las glicoproteinas.

La mucosa transicional podria ser:

a) una respuesta especifica de la mucosa coldnica a cualquier factor irritante

b) una respuesta mucosal especifica a la presencia del carcinoma, un cambio inducido por
una neoplasia adyacente

C) respuesta preneoplasica a un estudio carcinogénico a partir del cual las neoplasias
colénicas podrian desarrollarse

e) este cambio podria reflejar la diseminacion intraluminal del tumor colénico(500).

La reactividad de las lectinas en la mucosa adyacente a los tumores muestra
diferencias evidentes en relacion a la mucosa normal no tratada. Sin embargo, estas
alteraciones son menos evidentes respecto a la mucosa macroscopicamente normal de ratas
tratadas con DMH y en mdltiples ocasiones presentan un enlace similar, aunque no idéntico.

Las diferencias méas notables en el enlace a nivel de la mucosa transicional se han
observado en el ciego y colon ascendente con la lectina UEA-I con disminucion de enlace
respecto a la mucosa control no tratada y la macroscopicamente normal tratada con DMH.
Mostrando en general esta lectina una reactividad disminuida respecto a la mucosa tumoral
en todos los segmentos. A nivel del ciego es también evidente un mayor enlace de la PNA a
nivel de la mucosa transicional respecto a la tratada del mismo segmento. Por el contrario, en
el ciego la MT enlazada a GSA-Il se comporta de forma idéntica a la tratada con el
carcindgeno.

Estos hallazgos sugieren que los cambios en los glicoconjugados de la mucosa
transicional de los tumores inducidos por DMH son similares a los de la mucosa
macroscopicamente normal. Es mas, en este modelo animal el concepto "mucosa
transicional" dejaria de ser valido, y se referiria a un cambio premaligno difuso de la mucosa.

V. 2. 2. Glicoconjugados de la superficie epitelial

El MES ha tenido una penetracion relativamente limitada en el area de la
inmunocitoquimica y la histoquimica con lectinas. La capacidad de emparejar la tecnologia
de la inmunocitoquimica al MES ofrece un gran potencial para ampliar el repertorio de
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informacion Gtil que puede ser obtenida a partir de procedimientos de marcado inmuno y no
inmunocitologicos.

2. 2. 1. Mucosa normal

La observacion por MES en modo de retrodispersados de las lectinas SBA y UEA-I
conjugadas con oro coloidal ha mostrado una vez mas las diferencias regionales existentes en
el intestino grueso normal de la rata.

En ocasiones la mucina de la superficie epitelial no muestra enlace de lectinas y es la
mucosa que emerge de la cripta la que si lo hace, mostrando la afinidad por las lectinas de la
mucina de las capas mas profundas.

Las lectinas GSA-Il y PNA han mostrado ausencia de reactividad en toda la mucosa
colonica. La capa mucinosa de la superficie coldnica epitelial de ratas Sprague-Dawley no
han expresado las estructura N-acetilglucosamina y D-Gal-£ (1-3) D-GalNAc.

2. 2. 2. Mucosa tumoral

El patrén de union de las lectinas a los carcinomas se han caracterizado por
positividad de la SBA en 77,80% de los casos, de la GSA-II en 28,60%, PNA en 57,20% y
UEA-I en 60%.

Se observa por lo tanto, una disminucién en la positividad de los tumores observados
por MES, respecto a los mismos observados por microscopia optica.

Las lectinas GSA-Il y PNA mostraron las mayores diferencias al ser positivos los tumores
respecto a la mucosa normal no tratada que era negativa.

Al igual que en los hallazgos en microscopia optica, se observd reactividad de los
tumores de colon descendente para la UEA-I, indicando la sintesis de glicoconjugados con

residuos | -L-Fucosa en el terminal no reducido de las cadenas oligosacaridos en la mucina
del epitelio superficial tumoral, los cuales no estaban presentes en condiciones normales.
2. 2. 3. Mucosa macroscopicamente normal de ratas inyectadas con DMH

Los diferentes segmentos colonicos sufrieron un distinto comportamiento a lo largo
de las semanas de induccion del carcindgeno.

Las principales diferencias se observaron en la lectina GSA-II en todos los segmentos
y se apreciaron desde etapas precoces de la carcinogénesis, respecto a la mucosa normal
observada por BES que era negativa para esta lectina.

La SBA mantuvo su patron de enlace en el ciego, y se observé un aumento de la
reactividad en el resto de los segmentos.

Se observo enlace de la lectina PNA a la mucina de la superficie epitelial,
predominando en el ciego y en el colon descendente.

El colon descendente de ratas tratadas con DMH expresa UEA-I desde las primeras
semanas de induccion del carcinégeno.

En general, la deteccion de glicoconjugados de superficie del colon de rata mediante
MES en modo de BES aporta mayor sensibilidad e informacién adicional a la observacion
con microscoscopia Optica convencional.

V. 3. Citometria de flujo

Durante la pasada década, el anélisis del contenido de ADN mediante técnicas de
CMEF se ha convertido en una herramienta de gran utilidad en el constante intento por parte de
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los investigadores y de los clinicos de encontrar nuevos factores prondsticos en las distintas
neoplasias y en concreto en el cancer de colon. Identificar grupos de pacientes con alto riesgo
para desarrollar recidiva local o metastasis a distancia es hoy en dia de gran importancia para
indicar tratamientos de radioterapia y quimioterapia adyuvante.

V. 3. 1. Valor del estudio del contenido en adn de las neoplasias colénicas inducidas
experimentalmente con 1,2-dimetilhidracina en la rata

Pocos estudios hablan de la citometria de flujo de los tumores de colon inducidos con
DMH en ratas.

Fischbach et al.(585) estudian 39 carcinomas y 27 adenomas de colon inducidos en
ratas con DMH, encontrando un unico caso de carcinoma "casi diploide”. El resto de las
lesiones mostraron un patrén diploide de DNA. Estos resultados son similares a los obtenidos
en nuestra serie, en la que todos los tumores son diploides.

Estos hallazgos difieren de los observados en el cancer de colon humano, con cifras
de aneuploidia segun las series que oscila entre un 39 y un 82%(516),(507). A pesar de la
similitud histoldgica de los tumores inducidos en la rata con DMH vy los tumores humanos
existen evidentes diferencias en la morfologia bioldgica.

Las teorias carcinogénicas del cancer de colon inducido por DMH sostienen un
proceso en dos etapas. Cada inyeccion de DMH entra en interacciones inespecificas con el
ADN vy es capaz de producir una mutacion somatica y en una segunda etapa se expresaria el
fenotipo cancer(193). Si esta teoria es acertada, una posible explicacion a la presencia de
tumores diploides en la rata podria atribuirse a los limites de resolucién del andlisis del
contenido de ADN con las técnicas de citometria de flujo (una variacion determinada de 0,05
en el indice de ADN representa 1 cromosoma), y en los tumores que han sufrido una
traslocacion u otros cambios gendmicos no reflejados en el contenido de ADN o nimero de
cromosomas(508).

V. 3. 2. Valor del estudio de la proliferacion celular por citometria de flujo

Para la valoracién de la actividad proliferativa se ha empleado la cuantificacién del
porcentaje de células en fase S y el denominado indice de proliferacion, resultado de sumar el
porcentaje de células en fase S y en fase G,M.

Ambos pardmetros han demostrado ser validos para la evaluacion de la proliferacion
en neoplasias humanas y animales(539), pero se ha sugerido que podria ser mas fiable el uso
del porcentaje de células en fase S que el indice de proliferacion, debido a la mayor
variabilidad y dispersion de los resultados de la fase GoM respecto a la fase S en el estudio de
los histogramas del ciclo celular. La variabilidad en la medicién de la fase G,M puede
provocar un aumento en la dispersién de los valores del indice de proliferacién y la pérdida
de significacion de las pruebas estadisticas(586),(587).

En nuestro estudio se han calculado ambos pardmetros, con comportamiento similar
en el estudio estadistico, pero no idéntico.

Aunque la actividad proliferativa de un tumor puede ser un determinante prondstico
méas completo que el contenido en ADN(515),(582) , pocos investigadores han utilizado la
medida de la proliferacion celular en el cancer colorrectal humano y de rata(540),(588).

En las neoplasias aneuploides se observa un aumento de la fase S, sin embargo, en
estos casos debe interpretarse con precaucion, puesto que podria deberse al remanente de
células diploides de la mucosa en la distribucion del DNA(544). En los tumores diploides, al
contrario, se hace imprescindible considerar el porcentaje de células en fase S y el indice de
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proliferacion celular. En el cancer colorrectal humano un alto indice de proliferacion es un
factor pronostico independiente desfavorable(543).

En los ultimos afios diversos estudios han sugerido que en el proceso de
carcinogénesis colorrectal existe una alteracion difusa de la mucosa de dicho segmento
digestivo con un patrén proliferativo alterado que precede a la aparicion del cancer. Se han
utilizado diversos metodos para detectar esta anomalia, como son el estudio de la
proliferacion de sialomucinas, la actividad de enzima ornitina-decarboxilasa, el indice de
captacion de timidina, técnicas de citofotometria y citometria de flujo, entre otros(589).

Es conocido que la DMH vy otros carcindgenos colonicos conducen a una
proliferacion celular aumentada(317), lo que es critico para el proceso de
carcinogenesis(166), al existir un mayor contenido de células en el ciclo mitético que podrian
estar en mayor riesgo de transformacion maligna(590).

Basicamente, el colon tiene un nivel relativamente alto de renovacion celular. El
efecto de altos niveles de proliferacion es producir mas células en fase S, que son sensibles a
dafio en el ADN, para aumentar el riesgo de transformacién neoplasica y acortar el periodo de
latencia del tumor(591).

En los tumores experimentales hay un aumento de la proporcién de células en
proliferacion (S+G,M) con progresion del centro a la periferia medidos por el indice de
timidina tritiada(508). En nuestro estudio, los tumores de intestino grueso de la rata muestran
un indice de proliferacion superior al de las muestras normales control e inyectadas con
EDTA, sin embargo, un indice de proliferacién superior ha sido observado en muestras
tratadas no tumorales, una posible explicacion seria que la mucosa tumoral pierde en parte su
capacidad de proliferacion frente a las células alteradas no tumorales que aumentan su
proliferacion y por tanto contintan en riesgo de transformacion neoplésica.

Las diferencias observadas en los estudios de fase S entre el indice de marcado de
timidina tritiada y la citometria de flujo pueden deberse a la difusion del radioisétopo por
todo el tumor, y se piensa que algunas células tumorales pueden tener baja o ausente
actividad sintética de DNA, comparada con las células en fase Sy durante la meseta del
crecimiento in vitro(508).

La localizacion tumoral tiene relacion con los resultados citométricos si consideramos
el indice de proliferacion, mostrando los tumores de colon ascendente menor tasa de
proliferacion y los de ciego la mayor tasa. La fase S no muestra diferencias significativas,
aunque si es menor también en el mismo segmento. En el colon normal de ratas control no
tratadas, en cambio, es el porcentaje de células en fase S el que muestra diferencias respecto a
los segmentos coldnicos, siendo también las muestras de colon ascendente las de menor
proliferacion y las de colon descendente las que presentan fases S mas altas.

Este dato, es inesperado teniendo en cuenta que en el colon ascendente es donde se da
una tasa més alta de tumores coldnicos en la rata en este estudio. Glickman et al(592) usando
cepas de ratones con susceptibilidad genética a la DMH diferente, demuestran que la
susceptibilidad a la carcinogénesis por DMH puede ser predicha por las caracteristicas
proliferativas fisioldgicas de la mucosa colonica.

El alto indice de proliferacion observado en las muestras de ciego macroscopicamente
normal podria explicarse por la mayor presencia de focos de predisplasia y lesion difusa de la
mucosa con pérdida de células caliciformes observadas en este segmento.

En el céancer colorrectal humano Garcia et al(540) encuentran diferencias
significativas en el porcentaje de células en fase S entre la localizacion coldnica y rectal,
siendo ésta superior en el recto, estos hallazgos podrian ser compatibles con los observados
en el presente estudio.

Diversos autores(314),(577) ,(593) han descrito diferencias regionales en los
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pardmetros de proliferacién usando otras técnicas. Sin embargo, mientras Sandford(577)
describe un aumento del compartimento de proliferacion celular mucho mas evidente en el
colon distal, atribuyéndolo a una inadecuada o ausente represion de la sintesis de ADN,
McGarrity(593) describe diferencias regionales en los animales control. De forma que los
parametros de proliferacion cambian en paralelo en todas las regiones durante la
carcinogeénesis.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo de los distintos segmentos colonicos
no corroboran el cambio en paralelo desde muestras control a muestras tumorales 0 muestras
colonicas macroscopicamente normales de ratas inyectadas. Es mas, tanto el porcentaje de
células en fase S como el indice de proliferacion sufren una ligera disminucién en el colon
descendente tumoral y algo méas evidente en el colon normal de ratas tratadas con DMH. El
mayor aumento de ambos parametros se da en el colon transverso normal y tumoral. Este
distinto comportamiento de los tumores proximales y distales podria ser debido a un origen
distinto de los mismos o a que los tumores de colon descendente necesitan un periodo de
induccién tumoral superior.

El aspecto macroscépico y el tamafio tumoral no guardan relacion con los parametros
de proliferacion.

El porcentaje medio de células en fase S y el indice de proliferacion no es
significativamente distintos entre los diferentes grupos de malignidad histolégica, ni grado de
diferenciacion. Estos estudios corroboran los encontrados por otros autores para el cancer
colorrectal humano(537),(538) ,(542).

Todos los tumores estudiados por citometria de flujo eran invasivos. No se ha
observado la presencia de parametros de proliferacion aumentados en estadios avanzados de
Dukes y tumores metastasicos. En el cancer humano altas fases S se corresponden a un mayor
grado invasivo, con tumores en estadios C y D de Dukes(529),(540).

No se ha observado cambios significativos en los parametros de proliferacion segun
las semanas de exposicion al carcindgeno en los tumores colorrectales.

El aspecto macroscépico y el tamafio tumoral no guardan relacion con los parametros
de proliferacion.

Aunque las diferencias en los parametros de proliferacion no son significativas entre
los tumores asociados a placa linfoide y los que no lo estan. Los valores medios de fase S son
superiores en las neoplasias asociadas a nodulo linfoide. Se postula que los agregados
linfoides alteran la cinética epitelial celular local y que ademéas estan asociados con
fenestraciones en la membrana basal, factores favorecedores de la aparicion de neoplasias
colo6nicas(299).

Los valores de fase S de la mucosa normal y tumoral inyectada con DMH durante los
mismos periodos de tiempo son similares, sugiriendo una alteracién del patron de
proliferacion celular a todos los niveles, por consiguiente existen alteraciones con potencial
carcindgeno a nivel de toda la mucosa. Hallazgos similares se han encontrado en mucosa
sana de pacientes con cancer colorrectal(588). Los resultados difieren de los publicados por
Fishbach(585) con un notable aumento del porcentaje de fase S en las muestras tumorales
respecto a la mucosa normal de ratas expuestas a DMH.

Se han observado diferencias entre los parametros de proliferacion y los grupos de
estudio.

Los estudios de la fase S encuentran diferencias entre la mucosa normal (sin
tratamiento o inyectada con EDTA), y la mucosa inyectada con DMH durante 21 semanas,
tanto normal como tumoral. No observandose diferencias con la mucosa normal de ratas
inyectadas hasta la octava semana de inyeccion. Estos datos irian en contra de otros
publicados usando técnicas distintas en que la DMH induciria proliferacion celular en etapas
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precoces de la carcinogénesis(204),(594). Mediante la citologia de andlisis de imagen de
fluorescencia cuantitativa (QFIA), técnica que combina el examen citoldgico con
cuantificacion de contenido en ADN en células exfoliadas, se ha observado un aumento del
contenido en ADN a partir de la segunda semana de inyeccion del carcin6geno(595). En este
estudio el valor medio del porcentaje de células en fase S es menor al de la mucosa normal y
corroboraria los resultados de Baril et al(596): entre los 28 y 35 dias después de la primera
inyeccién del carcindgeno se produce un aumento en el nimero de células en fase Sy a partir
de los 35 dias se produce un paradgjico y progresivo descenso en todos los compartimentos
celulares de los valores de fase S. Datos similares han sido publicados por Deschner(211).

Otra posible explicacion a las diferencias a estos resultados podria deberse al
momento del sacrificio después de la inyeccion puesto que se ha descrito mediante el indice
de timidina tritiada que el aumento en la capacidad proliferativa ocurre dentro de un corto
espacio de tiempo tras la exposicion a la DMH vy seria el resultado de la reparacion de la
ruptura de las cadenas de ADN, reemplazo de las células que fueron destruidas por el
carcindgeno o alargamiento de la poblacidn de células proliferativas debido al estimulo de la
actividad mitdtica en la base de las glandulas. Sandforth et al(577) describen una correlacion
entre el aumento en la proliferacion celular y la duracion de exposicion al carcindgeno con
una meseta después de las 24 semanas. Otros autores describen una caida en el indice
mitotico después de 48 horas de exposicion al carcindgeno. En el presente estudio los
animales recogidos en etapas precoces de la carcinogénesis eran sacrificados una semana
después de la altima inyeccion(577).

En todos los grupos de estudio las medias del porcentaje de células en fase S son
inferiores a los publicados previamente(588).

Los estudios estadisticos del indice de proliferacion proporcionan resultados
inesperados, con diferencias significativas en los valores medios del IP entre la mucosa
normal y tumoral de ratas inyectadas con DMH, y con diferencias entre los dos grupos
control. En estos aspectos parece que los resultados obtenidos con el estudio del porcentaje
de celulas en fase S son mas coherentes, y en las lesiones inducidas con DMH es preferible el
uso de la fase S para la medicion de la proliferacion celular.
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V1. Conclusiones

PRIMERA: Los tumores colorrectales inducidos con dosis de 21 mg/kg/semana en
inyeccién subcutanea durante 20 semanas de 1,2-Dimetilhidracina aparecen de novo

sobre la mucosa plana o a partir de glandulas displasicas relacionadas con placas linfoides.
No se observa la secuencia polipo-cancer en este modelo experimental.

SEGUNDA: EI numero de tumores de intestino grueso y delgado, el nimero de metastasis y
la distribucion de los tumores depende de las dosis de induccion tumoral con
Dimetilhidracina.

TERCERA: En la mucosa normal de rata la afinidad de las lectinas muestra diferencias
regionales entre los cuatro segmentos colonicos, y entre las células de los distintos niveles de
las criptas. Estas diferencias sugieren variaciones en el estado de glicosilacién de los
glicoconjugados en relacion a la diferenciacion celular y al segmento anatomico del intestino
grueso.

CUARTA: Los patrones de reactividad de las lectinas en los carcinomas de intestino grueso
difieren notablemente de la mucosa normal no tratada con carcindgeno. La PNA modifica la
reactividad de los tumores de todos los segmentos anatdmicos, mientras que el cambio de
patron de la UEA-I queda confinado en los tumores de los segmentos distales.

QUINTA: La localizacion tumoral no representa variaciones sustanciales en el patron de
reactividad de las lectinas.

SEXTA: Los patrones normales de reactividad de las lectinas sufren cambios progresivos
con la induccion tumoral con DMH. La PNA altera su patron de union a lo largo de las
criptas y en todos los segmentos, y la UEA-I se expresa en los segmentos distales. La
observacion con MES en forma de retrodispersados confirma un cambio precoz en los
patrones de reactividad de las lectinas.

SEPTIMA: En lineas generales, los glicoconjugados de la mucosa transicional del intestino
grueso de la rata difieren de la mucosa normal no tratada y neoplasica.

OCTAVA: Los patrones en la distribucion de los glicoconjugados de los focos de
predisplasia y de las glandulas atipicas asociadas a placa linfoide son diferentes a los de la
mucosa normal y tumoral, y difieren entre ellos. Es decir, son dos lesiones potencialmente
neoplasicas con diferente estado de glicosilacion.

NOVENA: Los glicoconjugados de la mucosa transicional del intestino grueso de la rata
muestra un patrén similar al observado en la mucosa macroscépicamente normal de ratas
inyectadas con DMH, estos cambios expresan un cambio premaligno del epitelio.

DECIMA: La expresion de glicoconjugados en tumores de rata es independiente del tipo
histol6gico, grado de diferenciacion y estadio de Dukes.

UNDECIMA: Los tumores de intestino grueso inducidos con DMH en ratas son diploides
por citometria de flujo. Son tumores bioldgicamente diferentes a los humanos.
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DUODECIMA: En muestras de colon normal y tumoral se observan diferencias regionales
en los parametros de proliferacion celular.

DECIMOTERCERA: EI porcentaje de celulas en fase S del colon tumoral y
macroscopicamente normal de ratas tratadas con DMH son similares, sugiriendo que existe
un cambio premaligno difuso del epitelio con caracteristicas proliferativas semejantes al
maligno.

DECIMOCUARTA: Los parametros de proliferacion celular en los tumores inducidos con
DMH en la rata no muestran diferencias respecto al tipo histologico, grado de diferenciacion
y Dukes.

Como CONCLUSION FINAL del trabajo de investigacion realizado se puede:

1. Confirmar la primera hipdtesis, pues se ha comprobado que la mucosa colonica
macroscopicamente normal de rata exhibe cambios secuenciales en la expresion de
glicoconjugados en las etapas preneoplasicas, precursoras de la aparicion tumoral.

2. Confirmar también la segunda hipotesis, al haber obtenido un patron de enlace alterado en
las criptas aberrantes y focos de displasia asociados a placa linfoide.

3. Confirmar parcialmente la tercera hipdtesis puesto que si bien el estudio por citometria de
flujo muestra diferencias respecto al segmento estudiado del colon, en cambio no se observan
respecto al resto de variables clinicas y anatomopatologicas.

4. Rechazar la cuarta hipdétesis, puesto que no existen cambios evidentes por citometria de
flujo de las muestras macroscopicamente normales en etapas preneoplésicas, respecto al
grupo control.
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VII. Resumen

El cancer colorrectal es la tercera causa de mortalidad y morbilidad en los paises
occidentales(1),(2). En el pasado la informacion relacionada con esta alteracion se ha
derivado en gran medida de la observacion clinica. La dificultad de realizar estudios
prospectivos de los factores etiopatogénicos del cancer de colon humano, hace necesario la
induccion de neoplasias coldnicas experimentales en animales con carcin6genos quimicos.
Estos estudios han aportado medios adicionales para investigar algunas de las caracteristicas
bioldgicas de estos tumores. La 1, 2-Dimetilhidracina es un carcingeno efectivo y selectivo
de colon en inyeccion subcutanea en la rata(193). Los tumores coldnicos inducidos con DMH
en roedores muestran remarcable semejanza histopatologica con la neoplasia humana(206).

Diversas evidencias experimentales sugieren que la carcinogénesis incluye una serie
de cambios secuenciales celulares con diferentes propiedades bioldgicas, bioquimicas y
morfoldgicas respecto a las células normales.

Estudios bioquimicos(328) e histoquimicos(575),(589) , han demostrado que la
transformacion neoplasica de la mucosa colonica tratada con DMH esta asociada con
importantes cambios en la composicion de los glicoconjugados y actividad de las
glicosiltransferasas. Sin embargo, los métodos histoquimicos clasicos no permiten
discriminar los diferentes carbohidratos que componen los glicoconjugados ni los cambios
asociados a la transformacién neoplésica. La aplicacion de las lectinas en secciones de
intestino grueso permite observar diversos patrones de localizacion celular y subcelular de los
glicoconjugados del epitelio colénico(463).

En la pasada década la posibilidad de realizar estudios citométricos en muestras
parafinadas ha facilitado la realizacion de estudios prospectivos para conocer nuevos factores
predictivos de la evolucion de pacientes con cancer colorrectal.

El conocimiento de la cinética celular de los tumores colénicos y de la mucosa
expuesta a la DMH en roedores mediante citometria de flujo, y de los glicoconjugados
mediante lectinas pueden proporcionar claves en la patogenia del cancer de colon y ayudar a
una pronta deteccion de la transformacion neoplasica.

MATERIAL Y METODO

Animales y disefio experimental

172 Ratas Sprague-Dawley de 10 semanas de vida alimentadas con dieta standard de
laboratorio y agua ad libitum, se dividieron en varios grupos de estudio:

Grupo A: 10 ratas control sin tratamiento, sacrificadas con dosis letal de hidrato de
cloral entre las 34 y 44 semanas de vida.

Grupo B: 42 ratas recibieron inyecciones s.c. de 1,2-Dimetilhidracina (SIGMA®) a
dosis de 21 mg/kg/semana disuelto en EDTA a pH 6,5 durante 20 semanas, con sacrificio
entre las 24 y 34 semanas de la primera inyeccion.

Grupo C: 60 animales recibieron iguales dosis de carcindgeno y se sacrificaron cada 2
semanas hasta la 30 de la primera inyeccion.

Grupo D: 20 ratas fueron inyectadas con DMH a dosis de 10mg/kg/semana durante 20
semanas Y sacrificadas entre las 24 y 36 semanas de la primera exposicion.

Grupo E: 20 ratas recibieron inyeccién de EDTA exclusivamente y se sacrificaron en
los mismos periodos que las ratas del grupo B.

Se extrajo el colon y se tomaron muestras de los cuatro segmentos (ciego, colon
ascendente, colon transverso y colon descendente) de aspecto macroscépicamente normal y
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de todos los tumores. Para su inclusion en parafina la muestras fueron fijadas con formalina
al 4 %, mientras que las muestras destinadas a microscopia electronica de scanning se fijaron
con una solucién de paraformaldehido al 4 % y glutaraldehido al 1 % (0,1 M) en tampon
fosfato monosodico/bisodico 0,2 M a pH 7,4 durante 24 horas.

Investigaciones morfologicas

Las muestras incluidas en parafina y en secciones de 5 um fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina, para la clasificacion de los tumores y para observar la presencia de
lesiones sobre mucosa aparentemente normal mediante microscopia dptica convencional.

Para la observacion ultraestructural con microscopia electronica de scanning las
muestras se lavaron con tampon fosfato y se deshidrataron en concentraciones crecientes de
alcohol y se sometieron a punto critico. Las muestras se recubrieron con una capa fina de oro
y se montaron de forma convencional.

Meétodos citoquimicos

Secciones de parafina de muestras normales y tumorales fueron tefiidas mediante el
método PAS-AB para diferenciar la presencia de mucinas acidas y neutras en la mucina de
las células caliciformes(564).

Metodos histoquimicos con lectinas

Para el estudio de los glicoconjugados se han usado las lectinas Glycine max (SBA),
Griffonia sinplicifolia-1l (GSA-II), Arachis hypogaea (PNA) y Ulex europaeus-l1 (UEA-I)
(SIGMA®) conjugadas con oro coloidal de 30 nm segln el método de Frens(421), usando
como agente reductor citrato trisddico. Se ha ajustado el pH del oro coloidal al punto
isoeléctrico (pl) de cada una de las lectinas(566) y se ha determinado la cantidad éptima de
lectina necesaria para estabilizar la solucién mediante el test de floculacion de la sal(567). La
solucion se ultracentrifuga a 45.000 r.p.m. durante 45 minutos a 4° C, y se extrae el pellet o
complejo-proteina oro. Posteriormente se realiza un banco de diluciones para obtener la
concentracion éptima de lectina, siendo ésta la que conduce a una absorbancia de 0,40-0,42
medida por convenio a una densidad dptica de 520 nm(497). Los complejos lectina-oro en
PBS se suplementan con 1 mM de Cloruro Calcico y 1 nM de Cloruro Magnésico méas 0,5 %
de albdmina bovina, puesto que algunas lectinas necesitan la presencia de estos metales
pesados para mantener un localizacion de enlace activa; y 0,05 % de TWEEN 20 (SIGMA®),
para inhibir la interaccién del enlace de lectina con carbohidratos a través de enlaces
hidrofobicos. Se practicaron controles de especificidad, con incubaciones control con los
azUcares correspondientes para cada lectina.

Microscopia Optica: Se incuban los portas desparafinados e hidratados con el
complejo lectina-oro durante 45 minutos a temperatura ambiente.

Las muestras de cada uno de los cuatro segmentos normales e inyectadas con DMH,
asi como de todos los tumores se han observado con microscopia Optica convencional tras
intensificacién con plata (Silver Enhacing kit, BIOCELL®)

Microscopia electronica de scanning: Las muestras se lavan con tampon fosfato, se
tratan con cloruro amoénico 0,15 M durante 30 minutos a temperatura ambiente para blogquear
los grupos aldehido, se lavan de nuevo con PBS y se incuban durante 45 minutos a
temperatura con el complejo lectina-oro. Se realizan nuevos lavados con PBS y se procede a
la deshidratacién y recubrimiento de las muestras con una capa fina de carbon.

Se observaron con microscopia electronica de scanning (MES) (JSM 840, JEOL® y
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S2300, HITACHI®) en modo de imagen de electrones retrodispersados los glicoconjugados
enlazados a lectina de la superficie epitelial de la mucosa coldnica de los mismos segmentos,
tanto de la mucosa normal, como tumoral y macroscépicamente normal de ratas inyectadas
con DMH en etapas sucesivas de la carcinogénesis.

Citometria de flujo

Para el procesado de las muestras parafinadas de colon de rata por CMF se usé una
modificacion de la técnica de Hedley(481). Se obtuvieron secciones de tejido de 50 m, se
desparafinaron con xilol y rehidrataron con concentraciones decrecientes de etanol. Las
muestras fueron disgregadas mecanicamente con la ayuda de un bisturi y tratadas con pepsina
al 0,5 % en cloruro sodico al 9 % a pH 1,5 durante 45 minutos al bafio Maria. Posteriormente,
se centrifugaron durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. a temperatura ambiente y el tejido se
resuspendiod en PBS agitando con un vortex y se filtro con una malla de nylon de 50 um de
poro y se resuspende con yoduro de propidio y RNAasa (DNA prep Reagent, COULTER®).
Para el andlisis se ha empleado un citémetro de flujo EPICS PROFILE | (COULTER®), para
cada histograma se adquirieron un total de 50.000 eventos. Se identificd la presencia de uno o
mas picos de células en fase GOG1. Para la interpretacion del ciclo celular se empled el
programa informatico MUTICY CLE®, Phoenix Flow Systems.

Se excluyeron del estudio los histogramas con un coeficiente de variacion del pico
GoG1<10, no se obtuvo un pico reconocible de GyG;, existia una pobre discriminacion del
ruido de fondo o el nimero de ndcleos adquiridos era inferior a 25.000.

Anélisis estadistico

Con todos los parametros recogidos se construyd una base de datos matricial e
informatizada y se realizo el estudio estadistico de los datos con el programa informatico
SPSS para Windows (SPSS Inc, MICROSOFT®). El grado de significacion se ha establecido
para una p < 0,05. Las variables cualitativas se han estudiado mediante una prueba de
independencia de X2 , con correccién de Yates o la prueba exacta de Fischer. Para el estudio
de relacion entre variables cualitativas y cuantitativas se ha empleado la prueba de Kruskal-
Wallis y modelos de regresion lineal simple para el estudio entre variables cuantitativas(570).

RESULTADOS

Aspectos morfoldgicos

Microscopia Optica: Los animales de los grupos control A 'y E no presentaron lesiones
neoplasicas. En la tabla siguiente se resumen los resultados para cada uno de los grupos
inyectados con DMH.

Dieciséis animales del grupo B (50 %) presentaron metastasis. Un 8,45 % de las
lesiones benignas y malignas se asociaban a placa linfoide.

Variable Categoria GRUPO B GRUPO C GRUPO D

Localizacion Ciego 7 (9,8 %) 14 (21,5%) |4 (28,6 %)
C. Ascendente |27 (38,1%) |12(185%) (8 (57,1 %)
C. Transverso 18 (25,3 %) 21 (32,3%) |2(14,3%)

C. Descendente |19 (26,8 %) 18 (27,7 %)

Proximal 34 (47,9%) |26 (40,0%) |12 (85,7 %)
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Distal 37(52,1%) |39 (60,0%) |2 (14,3 %)
Macroscopia P. pediculado 19 (27,5 %) 10 (22,2 %) 1(7,1 %)
P. sesil 13(18,9%) [22(489%) |6 (42,9 %)
T. exofitico 27 (39,1 %) 11 (24,5%) |5 (35,7 %)
T. ulcerado 10 (14,5 %) 2 (44,4 %) 2 (14,3 %)
Tamafio * <0,8cm 49 (69,0 %) 32 (74,4 %) 10 (71,4 %)
>0,8cm 22(31,0%) |11(256%) |4 (28,6%)
Tipo histoldgico Adenocarcinoma | 31 (43,7 %) 12 (18,5%) |3 (21,4 %)
C. mucinoso 21 (29,6 %) 9 (13,8 %) 7 (50,0 %)
C. insitu 5 (7.0 %) 5 (7,7 %)
Adenoma 1(1,4 %)
D. leve 1 (1,4 %) 8 (12,3 %)
D. moderada 8 (11,3 %) 24 (36,9 %) |4 (28,6 %)
D. severa 4 (5,6 %) 7 (10,8 %)
Lesion benigna |14 (19,7 %) |39 (60,0 %) |4 (28,6 %)
Lesion maligna |57 (80,3 %) 26 (40,0 %) 10 (71,4 %)
Diferenciacion Moderado 24 (77,4 %) 12 (100 %) 1 (33,3 %)
Poco 7 (22,6 %) 2 (66,67 %)
Dukes A 18 (34,7 %) [5(23,8%) 5 (50,0 %)
B 15(28,8 %) [13(61,9%) |2 (20,0 %)
C 19 (36,5%) |[3(14,3%) 3 (30,0 %)
Placa si 6 (8,4 %) 26 (40,0%) |5 (35,7 %)
no 65 (91,6 %) |39 (60,0%) |9 (64,3 %)
Tumores sincronicos | si 56 (78,8 %) 52 (80,0 %) |5 (35,7 %)
no 15(21,2%) [13(13,0%) |9 (64,3 %)
Tumores |. Delgado Si 41 (57,7 %) 19 (29,2 %) 2 (4,3 %)
no 30(42,3%) |46 (70,8%) |12 (85,7 %)
SBA si 23(76,7%) |19(90,5%) |8(88,9%)
no 7 (23,3 %) 2(9,5 %) 1(11,1 %)
GSA-II si 23(79,3%) |15(78,9%) |5 (71,4 %)
no 6(20,7%) |4(21,1%) |2 (28,6 %)
PNA si 16 (88,9 %) [12(57,1%) |4 (100 %)
no 2 (11,1 %) 9 (42,9 %)
UEA-I si 23(74,2%) |19 (86,4%) |7 (100 %)
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no |8(25,8%) |3(13,6%) |

Tabla 7-1
Variables estudiadas para cada grupo inyectado con DMH.

La mucosa macroscopicamente normal de ratas tratadas con DMH (grupo B)
observada por MO exhibe cambios importantes respecto a la normal, con hipercromatismo,
pseudoestratificacion, alto indice mitotico y pérdida de moco muy evidente. Tambien se
observa la presencia de focos de criptas aberrantes.

En el grupo C se observd la presencia de lesiones benignas sobre mucosa de aspecto
sano a partir de la sexta semana de tratamiento, el primer tumor maligno se observé a las 16
semanas.

La mucosa de aspecto normal muestra alteraciones precoces tras la induccion tumoral
con DMH, a las 2 semanas se observaron grupos de criptas aberrantes en la zona apical. El
ciego exhibié disminucion de la cantidad de moco, hipercromatismo y aumento del tamafio
nuclear, estando los otros segmentos mas conservados y apareciendo lesiones cada vez mas
evidentes. En este grupo el 8,47 % de las ratas presentaron metastasis. EI 40% de las lesiones
se asociaban a placa linfoide.

En el grupo D el 55 % de los animales presentaron tumoraciones colonicas. Se
observaron tres adenocarcinomas y 7 carcinomas mucinosos. El 14,28 % de las ratas
presentaron metastasis. La mucosa normal de este grupo mostraba una arquitectura mas
conservada que la del grupo B.

Microscopia electrénica: El estudio de la superficie epitelial del colon de rata tratado
con dosis de 21 mg/kg/semana de DMH muestra una pérdida (fenestraciones) o ausencia del
moco que recubre la mucosa. Se observa una perdida de microvellosidades y células
caliciformes, sobre todo en el ciego, y una desestructuracion de los pliegues de la mucosa. El
epitelio colonico de ratas tratadas con DMH a dosis de mg/kg/semana se mostrdO mejor
conservado que el de las ratas que recibieron altas dosis.

Las lesiones tumorales se muestran como grupos de células que protruyen en la luz,
acompariadas de depresiones del epitelio. Las células absortivas pierden su aspecto poligonal
y las aberturas cripticas estan distorsionadas y comprimidas, y disminuidas en numero o
ausentes.

Histoquimica con la tincion AB-PAS

Evidentes diferencias regionales y distinta distribucion a lo largo de la cripta se han
observado con esta tincion en el colon de rata normal.

La mucosa normal de ratas tratadas con DMH a dosis altas mostr6 disminucion de la
tincion de las mucinas acidas y neutras, siendo estas alteraciones mas evidentes en el ciego.

En general se observé una disminucién en la intensidad de tincion de la secuencia
AB-PAS en las ratas del grupo D, manteniéndose la positividad para la tincién AB y siendo
mas evidente la disminucion de las mucinas neutras.

Histoquimica con lectinas

Microscopia 6ptica: La observacion del colon de rata normal incubado con lectinas
muestra un patron caracteristico para cada una de ellas. Las lectinas SBA, GSA-Il y PNA
muestran enlace en toda la longitud del epitelio colénico, mientras que el colon descendente
no muestra reactividad para la UEA-I. Se observan diferencias de enlace locales, a lo largo de
la cripta. La GSA-IlI se encuentra a nivel basal, excepto en colon ascendente en que se
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expresa en toda la longitud. La UEA-I se expresa en toda su longitud en el ciego y es basal en
colon ascendente.

La expresion de enlace de los tumores segun los grupos se muestra en la Tabla 7-1.

En la mucosa macroscopicamente normal de ratas en etapas preneoplasicas no se
observaron cambios destacables en el patron de enlace de la lectina SBA y GSA-II, por el
contrario la PNA se expresd a nivel del citoplasma de las células caliciformes en etapas
precoces de la carcinogénesis, asi como la lectina UEA-I que mostrd reactividad en el colon
descendente a partir de la semana 16.

Microscopia electronica de scanning: La observacion en modo de electrones
retrodispersados de la superficie epitelial del colon normal muestra evidentes diferencias
regionales en la expresion de glicoconjugados. Las lectinas SBA y UEA-I se expresan en
mayor medida a nivel del ciego. No se observa reactividad para las lectinas GSA-11 y PNA.

Las muestras de aspecto normal del grupo C exhibieron cambios precoces en la
expresion de lectinas respecto a la mucosa normal. Se hizo presente la reactividad de GSA-II
y PNA, y SBA y UEA-I se expresaron en toda la longitud del colon.

Citometria de flujo

DMH- DMH-
Normal |Normal Tumor EDTA |Preneoplasico
GOG1 83,1 86,6 87,5 89,61 89,96
G2M 5,03 591 4,84 4,72 3,95
S 6,21 7,43 7,65 5,66 6,07
IP 11,25 |11,25 12,49 10,38 10,03

Tabla 7-2
Porcentaje medio de las fases del ciclo celular e IP de los
grupos de estudio.

Estudio comparativo

El tipo histologico muestra diferencias significativas en cuento a la localizacion
tumoral, siendo maés frecuente la presencia de adenocarcinomas en el colon descendente. El
tamafio tumoral guarda relacion con el aspecto macroscépico y con el tipo histologico
tumoral. Los carcinomas mucinosos se encuentran con mayor frecuencia en Dukes C. El
enlace de lectinas no muestra relacion con ninguna de las variables anatomopatoldgicas: tipo
histologico, grado de diferenciacion o estadio de Dukes.

En el grupo D no se observo ningun tumor a nivel de colon descendente, se observa
un predominio de la localizacién proximal cuando se administran bajas dosis de carcindgeno.
En el grupo B se observd una mayoria de tumores exofiticos, mientras que en el grupo C eran
de tipo polipoideo, siendo estas diferencias significativas. No existen diferencias
significativas entre los grupos de estudio y la presencia de tumores malignos. El grupo B
muestra una mayoria de lesiones asociadas a otros tumores colorrectales y de intestino
delgado sincrénicos. El grupo de estudio en etapas preneopladsicas muestra una mayor
asociacion a placa linfoide.

Las lectinas SBA y GSA-II no mostraron diferencias de enlace entre los grupos. Se
observan diferencias de enlace entre los grupos B y C para la PNA. Todos los tumores del
grupo D mostraron enlace para PNA y UEA-I.
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Las muestras de colon en todos los grupos muestran diferencias significativas en el
porcentaje de células en fase S segln los segmentos estudiados. Existen diferencias entre los
grupos de estudio. No existen diferencias entre la mucosa normal y tumoral de ratas tratadas
con DMH a dosis de 21 mg/kg/semana.

DISCUSION

La morfologia general de los tumores inducidos por DMH semeja los descritos
previamente por otros autores(212),(234).

Dosis de 21 mg/kg/semana durante 20 semanas proporcionan una tasa tumoral en el
intestino grueso del 82,05 %. Se han obtenido unas tasas inferiores a las de otros estudios que
oscilan entre el 90 y el 100 %(166),(195). EI nimero medio de tumores invasivos por animal
es de 1,26. Con dosis de 10 mg/kg/semana durante el mismo periodo se obtiene una tasa del
55 %, con una media de tumores invasivos por rata de 0,5, inferior a la publicada en otras
series(206).

En conjunto en todos los animales usados en el modelo experimental se han
observado un 60,22 % de adenocarcinomas no-mucinosos, considerando ademéas los
carcinomas in situ. Las cifras de tumores mucinosos (39,78 %) son superiores a las obtenidas
en otros estudios, en los que suponen un 15 % del total de tumores(206).

En este estudio la mayoria de los tumores son invasivos (89,25 %), con cifras
similares a las observadas por Teague(320), y en 1 solo caso se describen adenomas, a pesar
de que los animales recibian dosis altas y bajas de carcindgeno, y distintos tiempos de
induccién. El adenoma observado en el estudio se observo en una rata que recibi6 altas dosis
de carcindgeno durante 20 semanas. Estos resultados difieren de los publicados por otros
autores con alta proporcion de adenomas(216),(314) y corroboran otros que afirman que en la
rata la mayoria de adenocarcinomas aparecen de novo sobre mucosa plana(208),(209).

Otra diferencia sustancial respecto a la literatura se refiere a la localizacion tanto de
las lesiones benignas como malignas. Mientras en el presente estudio se situaban con mayor
frecuencia en colon ascendente tanto en animales tratados con altas como con bajas dosis de
DMH; otros autores describen el predominio distal de las neoplasias(208),(211) , (216) ,(303)
, otros las observan a nivel de la flexura mayor(314) (interseccion entre colon transverso y
descendente en este estudio), mientras otros encontraban una alta proporcién de tumores en el
ciego adyacente al ileon en ratones Swiss(216).

Se han observado diferencias entre los tipos histologicos y la localizacion tumoral: en
el colon descendente existe una mayoria de adenocarcinomas no mucinosos, mientras en el
colon transverso y el ciego se objetiva una mayor frecuencia de carcinomas mucinosos. En la
literatura se recoge también una mayoria de adenocarcinomas no mucinosos en el colon
izquierdo(211).

Otros investigadores describen hallazgos histopatoldgicos distintos entre el colon
proximal y distal, observando que los adenocarcinomas mucinosos son mas frecuentes en el
colon ascendente(199), en asociacion con colecciones de foliculos linfoides(206),(300) y se
sugiere que la histogénesis y los procesos de crecimiento del carcinoma son distintos en el
colon proximal respecto al distal(571). Este aspecto no ha sido confirmado, puesto que no se
han observado diferencias entre la asociacion a placa linfoide y los tipos histolégicos
malignos, se observaban foliculos linfoides en asociacion con adenocarcinomas y con
carcinomas mucinosos. Tampoco se han observado diferencias respecto a la localizacion
tumoral, ya que en los cuatro segmentos colonicos los tumores podian estar asociados a
placas linfoides.

El tratamiento con bajas dosis de carcindgeno (10 mg/kg/semana) durante 20 semanas
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reduce el nimero de carcinomas de intestino grueso y delgado por rata y el nidmero de
animales con metéastasis respecto al grupo de altas dosis de DMH, tal como habian descrito
previamente otros autores(167). Sin embargo, no hay diferencias respecto a los tipos
histologicos y grado de diferenciacion. La principal dificultad par el uso de esta dosis y
durante este periodo de tiempo como modelo experimental es la ausencia de lesiones en el
colon descendente, constituyendo la principal diferencia respecto al carcinoma de intestino
grueso humano.

En el grupo de ratas inyectado con dosis de 21 mg/Kg/semana de DMH y sacrificio en
etapas precoces se detectd el primer tumor maligno en la semana 16 de induccion.
Greener(155) encuentra tumores a las 18 semanas en ratas inyectadas con 20 mg/kg del
carcindgeno, desarrollandose en la mayoria de los animales los canceres definitivos a las 24
semanas de tratamiento. Otros estudios reflejan un periodo de latencia idéntico a dosis de 10-
20 mg/kg/semana(196).

Los tumores mucinosos se encuentran en grados de invasion superior (78,38 % en
Dukes B o C) comparado con los adenocarcinomas no mucinosos. La relativamente baja
invasividad de las lesiones no mucinosas queda reflejada en la alta proporcion de Dukes A
(53,57 %) si asociamos los 10 carcinomas in situ observados en el estudio. Los resultados
obtenidos son similares a los observados por otros investigadores(199),(206).

Algunos trabajos describen que los tumores mucinosos son los Unicos que se asocian
con metastasis(300), mientras que en el presente estudio tanto los tumores mucinosos como
los no mucinosos muestran metastasis: Es mas, los tumores con heterogeneidad morfoldgica
presentan metastasis con ambos componentes.

La exposicion al carcinbgeno DMH induce cambios morfolégicos precoces en las
glandulas de la mucosa de aspecto macroscopico normal en etapas preneoplésicas. La
presencia de glandulas displasicas asociadas a placa linfoide es un evento precoz, ya visible
en las primeras 4 semanas de inyeccion con DMH a dosis de 21 mg/kg/semana.

No pudimos detectar en ningin caso la aparicion de un tumor invasivo originado
dentro de un adenoma en la rata, trabajos similares confirman nuestros resultados(178),(188).
Incluso Maskens(193), describi6 la aparicion de los pélipos benignos en periodos de latencia
superiores a los del carcinoma, también en nuestro caso el hallazgo del dnico adenoma del
estudio se obtuvo de una rata sacrificada a las 34 semanas, es decir, con un maximo periodo
de induccion.

Es importante remarcar la coexistencia de lesiones benignas (displasias, adenoma) y
malignas en el tiempo. Aungue en este grupo se observara con mayor frecuencia la presencia
de lesiones benignas, tipo displasia, no existe una secuencia en la aparicién de lesiones a
partir de un cierto periodo de latencia. Estos resultados niegan la secuencia adenoma-
carcinoma en el modelo animal de carcinogénesis inducida con DMH, propia de la neoplasia
coldnica humana(68),(572). Por otro lado, confirman la relacion de las placas linfoides con la
degeneracion neoplasica.

La transformacion de la mucosa del intestino grueso se caracteriza por acumulacion
de lesiones cada vez mas aberrantes a medida que aumenta la exposicion al carcindgeno.
Desde que Spjut y Smith en 1977(574), describieran las lesiones focales predisplasicas en
ratas tratadas con DMH, numerosos estudios se han efectuado al respecto(572),(575). Las
criptas aberrantes o focos de predisplasia son criptas de tamafio aumentado, linea epitelial
mas gruesa y zona pericriptal aumentada, que se sitian generalmente en la parte superior de
la cripta(572). Los focos de predisplasia se consideran la primera etapa en el desarrollo de
neoplasias colonicas y representan focos neoplasicos clonogénicos, a partir de los cuales se
desarrolla el tumor, y sostienen el origen clonal de la neoplasia(572).

En este estudio las lesiones de predisplasia afectando a glandulas aisladas o grupos de
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2 glandulas se observaron a las dos semanas de iniciado el tratamiento con DMH, siendo més
evidente en la porcion apical del epitelio. De forma concomitante lesiones més difusas y de
iguales caracteristicas aparecieron en el ciego, y mas ligeramente en colon ascendente,
mientras en colon transverso y descendente la morfologia estaba conservada. Estos hallazgos
difieren de los vistos por James et al(235), en otra especie animal, con predominio de las
lesiones en el colon distal. Otros autores describen ausencia de afectacion del ciego durante el
periodo de tratamiento(577).

Al igual que los resultados presentados por otros investigadores(211), (575) con el
tiempo de tratamiento aumenta la frecuencia y el tamario de estas lesiones en cada segmento
intestinal.

Existe una disminucion progresiva en el nimero de células caliciformes y una
disposicion irregular del nacleo, menos evidente en el colon descendente, sugiriendo que éste
no es el segmento "diana" por excelencia de la carcinogénesis inducida por DMH en este
modelo.

Los hallazgos del presente estudio experimental sugieren que las areas de criptas
aberrantes pueden interpretarse como lesiones precursoras en el desarrollo del cancer de
colon y pueden ser de gran importancia en el diagndstico de pacientes con riesgo de padecer
esta neoplasia.

En términos amplios el MES ha sido usado generalmente para examinar la topografia
de las superficies naturalmente expuestas de células y tejidos. En contraste con las secciones
de microscopia electronica de transmision, la MES nos permite un analisis tridimensional de
los eventos que ocurren en la superficie celular. Diversos estudios muestran las caracteristicas
de la mucosa normal y tratada con DMH mediante MES, sin embargo, estos estudios no se
refieren a todos los segmentos del intestino grueso(313),(579). La observacion con MES
muestra clara diferencias regionales en el aspecto de la mucosa normal de la rata a pocos
aumentos, aunque la superficie epitelial esta cubierta en su mayoria por una densa capa de
moco. El aspecto, forma y numero de las criptas varia en los cuatro segmentos del intestino
grueso.

Los cambios morfoldgicos observados durante la carcinogénesis experimental con
DMH indican que hay un patron definido de anormalidades mucosales progresivas
empezando mucho antes del desarrollo de tumores focales de colon, que estas alteraciones
son dosis dependiente, y que son méas evidentes en el colon proximal, corroborando que es
esta region el érgano diana de este modelo experimental.

Las neoplasias del intestino grueso de la rata no muestran diferencias
ultraestructurales segun la localizacion colonica y se asemejan a las descritas por otros
autores(313),(579).

La aplicacion de las distintas lectinas en muestras de intestino grueso permiten
observar diversos patrones de localizacion de los glicoconjugados del epitelio. Los resultados
obtenidos con lectinas conjugadas con oro coloidal en ratas controles normal no difieren de
los presentados por otros autores usando lectinas conjugadas con  otros
marcadores(392),(462) (465).

Cada una de las lectinas usadas en el estudio ha mostrado un patrén de reactividad
propio y caracteristico, mostrando diferencias a lo largo de las criptas, asi como a nivel de los
distintos segmentos del colon normal de rata. Las diferencias méas notables se han observado
con la UEA-I. Esta lectina marca la mucina de ciego y colon ascendente, pero no la mucosa
del colon descendente, teniendo el colon transverso un comportamiento mixto entre colon
ascendente y descendente. Las lectinas SBA, GSA-Il y PNA muestran enlace en todos los
segmentos colonicos. La SBA reconoce especificamente residuos no reducidos de N-acetil-
D-galactosamina, situados en la posicion terminal de las glicoproteinas.
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Las diferencias regionales en la expresion de glicoconjugacion pueden correlacionarse
con la distinta actividad de las glicosiltransferasas y glicosidasas en los segmentos proximales
y distales del intestino grueso de la rata.

Las lectinas muestran asimismo diferencias de enlace en los distintos niveles de las
criptas. Las lectinas SBA y GSA-II presentan diferencias a lo largo de las criptas y en su
comportamiento de unidn a nivel citoplasmatico o supranuclear en las distintas localizaciones
colonicas. En el ciego, la SBA se une a la mucina de las células caliciformes a nivel basal, en
los tercios medios y apical la situacion es supranuclear. En el resto del colon se sitda en
citoplasma de las células caliciformes en toda la longitud de la cripta. Por lo tanto, la N-
acetilgalactosamina es un carbohidrato terminal presente en la mucina del intestino grueso,
aunque no a todos los niveles. La GSA-Il también muestra diferencias locales con mayor
afinidad por los segmentos basales. La PNA muestra una disposicion constante en todos los
segmentos del colon, y su reactividad queda confinada en el area supranuclear de las células
caliciformes y columnares. En el ciego, la UEA-I se une a la mucina de las celulas
caliciformes en toda la longitud de la cripta, en el colon ascendente de la rata queda
confinada a la base de las criptas. Estos gradientes de reactividad se relacionan con el grado
de diferenciacion celular.

En general, las lectinas usadas en este estudio muestran un patrén de reactividad
similar al observado en el colon humano(351),(441) (443),(446) ,(450).

Los patrones de reactividad de las lectinas en las lesiones neoplésicas difieren
considerablemente de los de la mucosa normal. Estos cambios observados en los tumores
indican una clara modificacion del metabolismo de los glicoconjugados en la transformacion
neopléasica. Las diferencias mas notables entre los carcinomas y la respectiva mucosa normal
se han observado en todos los segmentos del colon con la lectina PNA y con la UEA-I en el
colon descendente, con aumento de la reactividad para dichas lectinas. Por el contrario, la
SBA ha mostrado un enlace disminuido en los tumores de colon ascendente respecto a los
controles normales, la reduccién del enlace indica que hay menos residuos GalNAc
terminales no reductores en las cadenas de oligosacaridos de la mucina debido probablemente
a una glicosilacion incompleta superior de las glicoproteinas en este segmento con altas tasas
de neoplasia. La GSA-II no mostré diferencias regionales evidentes en su enlace, aunque
tanto en colon ascendente como en transverso normal se encuentran a nivel supranuclear, en
las mismas localizaciones tumorales se expresa como una fina tincion de las membranas
celulares apicales y en ocasiones del citoplasma de las células caliciformes, y explicaria un
aumento de la N-acetilglucosamina en la mucina de las células transformadas.

Los resultados con las lectinas PNA y UEA-I en los carcinomas de rata inducidos con
DMH confirman los obtenidos en estudios previos(463),(466) ,(467) y son similares a los
observado en el cancer humano(351),(454).

Los cambios més aparentes se han detectado con la PNA. A diferencia de la mucosa
normal, la reactividad de esta lectina en los carcinomas se localiza en la superficie luminal
del epitelio, en el material intraglandular y en las vacuolas de mucina de las células
tumorales. Las células neoplasicas presentan la capacidad de expresar la estructura D-Gal-g
(1-3) D-GalNAc en compartimentos donde habitualmente no se encuentra. La PNA ha
mostrado afinidad por los tumores de intestino grueso de rata independientemente de la
localizacion tumoral, a diferencia de lo observado por Calderd et al(463), con menor
expresion en el colon proximal.

La UEA-I se enlaza con la, -L-Fucosa y muestra gran afinidad por las neoplasias de
intestino grueso, tal como previamente se ha descrito. Aunque las situadas en el colon
ascendente presentan la menor reactividad, con cambios en relacion a la mucosa normal, no
se observan diferencias significativas entre la localizacion tumoral y el enlace con esta
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lectina. Es decir, en el colon proximal, la, -L-Fucosa es accesible a la lectina en condiciones
normales y estd disminuido o no es accesible para todas las neoplasias. A diferencia de lo
publicado por otros autores(463) en que la positividad obtenida con la UEA-I no varia con la
transformacion neoplasica.

Las lectinas SBA y GSA-II no mostraron diferencias entre los grupos de estudio. En
el grupo D pudieron estudiarse menos casos con las lectinas PNA y UEA-I, mostrando enlace
de lectina todos los tumores de intestino grueso. La lectina PNA mostro diferencias entre los
dos grupos que recibieron altas dosis de carcindgeno, la mayoria de los tumores del grupo de
inyeccion mas prolongada presentaron enlace de esta lectina a diferencia del grupo de
sacrificio méas precoz. Este hallazgo podria explicar que periodos prolongados de induccion
tumoral incrementan la capacidad de expresar la estructura D-Gal-b (1-3) D-GalNAc.

En este estudio hemos observado cambios graduales y progresivos de los
glicoconjugados determinados por lectinas de la mucosa del intestino grueso de la rata, segun
las semanas de exposicion al carcindgeno.

Varios autores han descrito un cambio en la produccion de moco del colon de rata
tratado con DMH(578) (581),(58).

Al igual que en la mucosa neoplasica los cambios regionales mas importantes se han
observado con las lectinas PNA y UEA-I y asentaban sobre mucosa sin alteraciones
epiteliales evidentes. Estos resultados difieren de los publicados por Balzer et al.(468) en
ratas Wistar en que no observa cambios en el patron de enlace de UEA-I respecto a las ratas
control ni cambios constantes cancer-asociados en la mucina con la lectina PNA.

La SBA ha mostrado un patrén irregular de enlace en el ciego y colon descendente, y
en general una disminucion de la reactividad a partir de la 16 semana, concomitante a la
aparicion de lesiones tumorales. La GSA-II ha mostrado disminucion de la reactividad en el
colon ascendente.

Coincidiendo con la accion toxica local del carcindgeno en las dos primeras semanas
de iniciada la inyeccion con DMH se observo enlace de la PNA a la mucina de las células
caliciformes, que posteriormente desaparecio para hacerse constante en la semana 26.

La UEA-I mostrd disminucion de la reactividad en ciego y colon ascendente y un
aumento de la misma en el colon descendente a partir de la semana 16. Estos resultados son
congruentes con la observacion de un menor enlace en los tumores de este segmento.

Al igual que en el trabajo de Suzuki et al(571) se han observado diferencias en los
patrones de enlace de las lectinas entre los carcinomas y/o las glandulas atipicas asociadas a
foliculos linfoides y la mucosa col6nica normal de la rata. Asi como entre el enlace de las
lectinas en los focos de glandulas predisplasicas y la mucosa normal, tumoral y en las
glandulas atipicas asociadas a foliculos linfoides de ratas inyectadas con DMH.

Puesto que tanto criptas predisplasicas aberrantes como las glandulas atipicas
asociadas a foliculos linfoides han sido descritas como lesiones precursoras del cancer de
colon en este modelo experimental, las distintas caracteristicas en los glicoconjugados de
estas lesiones podria establecer dos origenes distintos de las neoplasias inducidas por DMH.

La reactividad de las lectinas en la mucosa adyacente a los tumores muestra
diferencias en relacion a la mucosa normal no tratada. Sin embargo, estas alteraciones son
menos evidentes respecto a la mucosa macroscopicamente normal de ratas tratadas con
DMH. Las diferencias mas notables se han observado en el ciego con la lectina GSA-II
respecto a la mucosa tratada, con un aumento de la reactividad y también en el ciego con la
UEA-I en este caso con disminucion de enlace. Estos hallazgos sugieren que los cambios en
los glicoconjugados de la mucosa transicional de los tumores inducidos por DMH son
similares a los de la mucosa macroscopicamente normal, es mas, en este modelo animal el
concepto "mucosa transicional" dejaria de ser valido, y se referiria a un cambio premaligno
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difuso de la mucosa.

La observacion por MES en modo de retrodispersados de las lectinas SBA y UEA-I
conjugadas con oro coloidal ha mostrado una vez mas las diferencias regionales existentes en
el intestino grueso normal de la rata. En ocasiones la mucina de la superficie epitelial no
muestra enlace de lectinas y es la mucosa que emerge de la cripta la que si lo hace, mostrando
la afinidad por las lectinas de la mucina de las capas méas profundas.

Se observa una disminucién en la positividad de los tumores observados por MES,
respecto a los mismos observados por microscopia optica.

En general, la deteccion de glicoconjugados de superficie del colon de rata mediante
BES aporta mayor sensibilidad e informacion adicional a la observacion con microscoscopia
Optica convencional.

Pocos estudios hablan de la citometria de flujo de los tumores de colon inducidos con
DMH en ratas. Fischbach et al.(585) estudian 39 carcinomas y 27 adenomas de colon
inducidos en ratas con DMH, encontrando un unico caso de carcinoma “casi diploide”. El
resto de las lesiones mostraron un patrén diploide de DNA. Estos resultados son similares a
los obtenidos en nuestra serie, en la que todos los tumores son diploides. Estos hallazgos
difieren de los observados en el cancer de colon humano, con cifras de aneuploidia segun las
series que oscila entre un 39 y un 82 %(516),(507). A pesar de la similitud histoldgica de los
tumores inducidos en la rata con DMH vy los tumores humanos existen evidentes diferencias
en la morfologia bioldgica.

Es conocido que la DMH vy otros carcindgenos colonicos conducen a una
proliferacion celular aumentada, lo que es critico para el proceso de carcinogenesis(166), al
existir un mayor contenido de células en el ciclo mitético que podrian estar en mayor riesgo
de transformacion maligna(590).

En nuestro estudio, los tumores de intestino grueso de la rata muestran un indice de
proliferacion superior al de las muestras normales control e inyectadas con EDTA, sin
embargo, un indice de proliferacién superior ha sido observado en muestras tratadas no
tumorales, una posible explicacion seria que la mucosa tumoral pierde en parte su capacidad
de proliferacion frente a las células alteradas no tumorales que aumentan su proliferacion y
por tanto contindan en riesgo de transformacion neoplasica.

La localizacion tumoral tiene relacion con los resultados citométricos si consideramos
el indice de proliferacion, mostrando los tumores de colon ascendente menor tasa de
proliferacion y los de ciego la mayor tasa. En el colon normal de ratas control no tratadas el
porcentaje de células en fase S muestra diferencias respecto a los segmentos colonicos,
siendo también las muestras de colon ascendente las de menor proliferacion y las de colon
descendente las que presentan fases S mas altas. Este dato, es inesperado teniendo en cuenta
que en el colon ascendente es donde se da una tasa mas alta de tumores colonicos en la rata
en este estudio.

Diversos autores(314),(577) ,(593) han descrito diferencias regionales en los
parametros de proliferacién usando otras técnicas. Sin embargo, mientras Sandford(577)
describe un aumento del compartimento de proliferacién celular mucho mas evidente en el
colon distal, atribuyéndolo a una inadecuada o ausente represién de la sintesis de ADN,
McGarrity(593) describe diferencias regionales en los animales control. De forma que los
parametros de proliferacion cambian en paralelo en todas las regiones durante la
carcinogénesis.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo de los distintos segmentos colénicos
no corroboran el cambio en paralelo desde muestras control a muestras tumorales o muestras
coldnicas macroscopicamente normales de ratas inyectadas. Es mas, tanto el porcentaje de
células en fase S como el indice de proliferacion sufren una ligera disminucién en el colon
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descendente tumoral y algo mas evidente en el colon normal de ratas tratadas con DMH. El
mayor aumento de ambos parametros se da en el colon transverso normal y tumoral. Este
distinto comportamiento de los tumores proximales y distales podria ser debido a un origen
distinto de los mismos o a que los tumores de colon descendente necesitan un periodo de
induccién tumoral superior.

Todos los tumores estudiados por citometria de flujo eran invasivos. No se ha
observado la presencia de parametros de proliferacion aumentados en estadios avanzados de
Dukes y tumores metastasicos. En el cancer humano altas fases S se corresponden a un mayor
grado invasivo, con tumores en estadios C y D de Dukes(529),(540).

Aunque las diferencias en los parametros de proliferacion no son significativas entre
los tumores asociados a placa linfoide y los que no lo estan. Los valores medios de fase S son
superiores en las neoplasias asociadas a nodulo linfoide.

Los valores de fase S de la mucosa normal y tumoral inyectada con DMH durante los
mismos periodos de tiempo son similares, sugiriendo una alteracion del patron de
proliferacion celular a todos los niveles, por consiguiente existen alteraciones con potencial
carcindgeno a nivel de toda la mucosa. Hallazgos similares se han encontrado en mucosa
sana de pacientes con cancer colorrectal(588). Los resultados difieren de los publicados por
Fishbach(585) con un notable aumento del porcentaje de fase S en las muestras tumorales
respecto a la mucosa normal de ratas expuestas a DMH.

Se han observado diferencias entre los parametros de proliferacion y los grupos de
estudio.

Los estudios de la fase S encuentran diferencias entre la mucosa normal (sin
tratamiento o inyectada con EDTA), y la mucosa inyectada con DMH durante 21 semanas,
tanto normal como tumoral. No observandose diferencias con la mucosa normal de ratas
inyectadas hasta la octava semana de inyeccion. Estos datos irian en contra de otros
publicados usando técnicas distintas en que la DMH induciria proliferacion celular en etapas
precoces de la carcinogénesis(204),(594).
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IX. ANEXO

VARIABLES
numero: nimero de orden de rata

grupo: grupos de estudio
1: grupo A
2: grupo B
3:grupo C
4: grupo D
5. grupo E

tto: tratamiento
No: ratas control no inyectadas
D-N: muestra macroscopicamente normal de ratas inyectas con DMH
D-T: muestra tumoral de ratas inyectadas con DMH
PRE: muestra preneoplasica
EDTA: ratas control inyectadas con EDTA

semana; semanas de tratamiento

sexo: macho
hembra

Local: localizacién de la muestra
Ciego: ciego
C.A.: colon ascendente
C.T.: colon transverso
C.D.: colon descendente

Macro: aspecto macroscépico tumoral
p. sesil: polipo sesil
p. pedulado: pélipo pedunculado
t. exofitico: tumor exofitico
t. ulcerado: tumor ulcerado

Histo: tipo histoldgico
Adenocarcinoma: adenocarcinoma
C. mucinoso: carcinoma mucinoso
C. in situ: carcinoma in situ
D. leve: displasia leve
D. moderada: displasia moderada
D. severa: displasia severa

Dif: diferenciacion celular tumoral
mod: moderadamente diferenciado
poco: pobremente diferenciado

Dukes: estadio tumoral segun la clasificacion de Dukes
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Dukes A
Dukes B
Dukes C

Tamaiio: tamafio
grande < 0,8
pequefio < 0,8

Placa: presencia de placa linfoide
si: presencia de placa linfoide asociada
no: ausencia de placa linfoide asociada

otrost: presencia de otros tumores sincronicos colorrectales
si: presencia
no: ausencia

id: presencia de tumores sincronicos de intestino delgado
si: presencia
no: ausencia

meta: presencia de metastasis
Si: presencia
no: ausencia

gmt: marcaje con la lectina Glycine max

de los tumores en M.O.
Todo: marcaje de todo el tumor
Areas: marcaje heterogéneo del tumor
No: ausencia de marcaje

gmmt: marcaje con la lectina Glycine max
de la mucosa transicional en M.O.

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

gmn: marcaje con la lectina Glycine max
de la mucosa normal en M.O.

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

bst: marcaje con la lectina Griffonia simplicifolia-I1
de los tumores en M.O.

Todo: marcaje de todo el tumor

Areas: marcaje heterogéneo del tumor

No: ausencia de marcaje

bsmt: marcaje con la lectina Griffonia simplicifolia-I1
de la mucosa transicional en M.O.
Si: marcaje
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No: ausencia de marcaje

bsn: marcaje con la lectina Griffonia simplicifolia-11
de la mucosa normal en M.O.

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

pt: marcaje con la lectina Arachis hypogaea
de los tumores en M.O.
Todo: marcaje de todo el tumor
Areas: marcaje heterogéneo del tumor
No: ausencia de marcaje

pmt: marcaje con la lectina Arachis hypogaea
de la mucosa transicional en M.O.

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

pn: marcaje con la lectina Arachis hypogaea
de la mucosa normal en M.O.

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

ut: marcaje con la lectina Ulex europaeus-I
de los tumores en M.O.
Todo: marcaje de todo el tumor
Areas: marcaje heterogéneo del tumor
No: ausencia de marcaje

umt: marcaje con la lectina Ulex europaeus-I
de la mucosa transicional en M.O.

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

un: marcaje con la lectina Ulex europaeus-I
de la mucosa normal en M.O.

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

megm: marcaje con la lectina Glycine max
de los tumores en MES

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

mebs: marcaje con la lectina Griffonia simplicifolia-II
de los tumores en MES

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje
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mep: marcaje con la lectina Arachis hypogaea
de los tumores en MES

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

meu: marcaje con la lectina Ulex europaeus-I
de los tumores en MES

Si: marcaje

No: ausencia de marcaje

pas: tincion AB-PAS de los tumores colorrectales
P/A: tincion mixta PAS y AB
AB: tincion con azul alzian
A-P: tincién combinada AB-PAS
PAS: tincién con PAS
no: ausencia de tincion

gl: % de células en fase GyG;
g2: % de células en fase G,M

S: % de células en fase S

ip: indice de proliferacion celular (fase G,M+fase S)
namero grupo tto semana Sexo local macro
2 1 NO TTO . macho C.A.
2 1 NO TTO . macho C.T.
3 1 NO TTO . macho Ciego
3 1 NO TTO . macho C.A.
3 1 NO TTO . macho C.T.
3 1 NO TTO . macho C.D.
4 1 NO TTO . hembra Ciego
4 1 NO TTO . hembra C.T.
4 1 NO TTO . hembra C.D.
5 1 NO TTO . macho Ciego
5 1 NOTTO . macho C.A.
5 1 NO TTO . macho C.T.
6 1 NO TTO . hembra C.A.
7 1 NO TTO . hembra Ciego
7 1 NO TTO . hembra C.A.
7 1 NO TTO . hembra C.D.
8 1 NO TTO . hembra Ciego
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8 NO TTO hembra C.A.

8 NO TTO hembra C.T.

1 D-N 21 macho C.T.

2 D-T 18 hembra CA. t. exofitico
2 D-T 18 hembra C.A. t. exofitico
2 D-N 18 hembra C.T.

2 D-N 18 hembra C.D.

5 D-T 24 macho ciego t. ulcerado
6 D-T 26 macho Ciego t. exofitico
6 D-T 26 macho CA. t. exofitico
6 D-N 26 macho C.T.

6 D-N 26 macho C.D.

6 D-T 26 macho C.D. t. ulcerado
7 D-N 26 macho Ciego

7 D-T 26 macho C.A. p. sesil

7 D-N 26 macho C.D.

7 D-T 26 macho C.D. p. pedunculado
8 D-T 27 macho C.A. t. exofitico
8 D-N 27 macho C.T.

8 D-T 27 macho C.T. t. exofitico
9 D-N 28 macho Ciego

9 D-T 28 macho CA t. exofitico
9 D-N 28 macho C.T.

9 D-T 28 macho C.T. t. exofitico
9 D-T 28 macho C.D. p. sesil

10 D-N 29 macho Ciego

10 D-N 29 macho C.A.

10 D-T 29 macho C.T. p. sesil

10 D-N 29 macho C.D.

10 D-N 29 macho C.D.

10 D-T 29 macho C.D. t. exofitico
10 D-T 29 macho C.D. p. sesil

11 D-T 29 macho C.A. t. exofitico
11 D-T 29 macho CA. t. exofitico
11 D-N 29 macho C.T.
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Tabla 9-1
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ndmero Grupo tto semana Sexo local macro

11 2 D-N 29 macho C.D.

11 2 D-T 29 macho C.D. p. pedunculado
11 2 D-T 29 macho C.D. p. pedunculado
12 2 D-T 29 macho Ciego t. exofitico

12 2 D-T 29 macho CA p. sesil

12 2 D-T 29 macho C.T. t. ulcerado

12 2 D-T 29 macho C.D. t. exofitico

12 2 D-T 29 macho C.D. p. sesil

13 2 D-N 30 macho C.T.

13 2 D-T 30 macho CT. t. exofitico

13 2 D-T 30 macho C.T. p. sesil

13 2 D-N 30 macho C.D.

13 2 D-T 30 macho C.D. t. exofitico

13 2 D-T 30 macho C.D. t. exofitico

14 2 D-N 30 hembra Ciego

14 2 D-T 30 hembra Ciego

14 2 D-T 30 hembra CA. t. ulcerado

14 2 D-T 30 hembra C.A. t. ulcerado

14 2 D-T 30 hembra CT. t. exofitico

14 2 D-T 30 hembra CT. t. exofitico

14 2 D-N 30 hembra C.D.

14 2 D-T 30 hembra C.D. p. pedunculado
15 2 D-N 30 hembra Ciego

15 2 D-N 30 hembra C.T.

15 2 D-N 30 hembra C.T.

15 2 D-T 30 hembra CT. t. exofitico

15 2 D-T 30 hembra C.T.

15 2 D-N 30 hembra C.D.

16 2 D-T 30 hembra CA. t. exofitico

16 2 D-T 30 hembra C.D. p. sesil

17 2 D-N 31 hembra Ciego

17 2 D-T 31 hembra C.T. p. pedunculado
17 2 D-N 31 hembra C.D.

17 2 D-T 31 hembra CD. t. exofitico




17 2 D-T 31 hembra C.D. p. pedunculado
18 2 D-T 31 hembra CA. t. exofitico

19 2 D-T 31 hembra CA. t. exofitico

18 2 D-N 31 hembra C.T.

18 2 D-T 31 hembra CT. t. exofitico

18 2 D-N 31 hembra C.D.

19 2 D-T 31 hembra C.T. p. sesil

19 2 D-N 31 hembra C.D.

21 2 D-T 23 macho C.A p. pedunculado
21 2 D-N 23 macho C.T.

21 2 D-T 23 macho C.T. p. pedunculado
22 2 D-T 22 macho Ciego t. ulcerado

22 2 D-T 22 macho C.A p. pedunculado
22 2 D-N 22 macho C.D.

22 2 D-T 22 macho C.D. p. pedunculado
24 2 D-T 24 macho CA. t. ulcerado

24 2 D-T 24 macho C.T.

24 2 D-T 24 macho C.D. t. exofitico

26 2 D-N 25 macho Ciego

Tabla 9-2

ndmero grupo tto semana Sexo local macro

26 2 D-N 25 macho C.T.

26 2 D-N 25 macho C.D.

27 2 D-T 27 macho C.T. t. ulcerado

27 2 D-T 27 macho C.T. t. ulcerado

28 2 D-N 28 macho Ciego

29 2 D-N 29 macho C.A.

29 2 D-T 29 macho C.D. p. pedunculado
30 2 D-T 30 macho C.A. p. pedunculado
30 2 D-N 30 macho C.D.

30 2 D-T 30 macho C.D. t. exofitico

32 2 D-N 32 hembra Ciego

32 2 D-N 32 hembra C.A.

32 2 D-T 32 hembra CA. t. exofitico

32 2 D-N 32 hembra C.T.
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32 D-N 32 hembra C.D.

33 D-N 33 hembra Ciego

33 D-T 33 hembra Ciego p. sesil

33 D-N 33 hembra C.D.

34 D-T 33 hembra C.A. p. pedunculado
36 D-T 33 hembra C.A. t. ulcerado

36 D-T 33 hembra C.T. p. pedunculado
36 D-N 33 hembra C.D.

37 D-T 33 hembra C.A. p. pedunculado
38 D-T 33 hembra C.A. p. pedunculado
39 D-T 34 hembra C.A p. sesil

40 D-T 34 hembra C.A p. pedunculado
40 D-T 34 hembra C.A. p. sesil

41 D-T 34 hembra Ciego p. sesil

41 D-T 34 hembra C.T. p. pedunculado
43 D-T 34 hembra CA p. pedunculado
46 D-T 29 macho C.T. t. exofitico

50 D-T 29 macho C.A. t. ulcerado

52 D-T 30 macho CA. t. exofitico

53 D-T 30 macho C.A. p. sesil

56 D-T 31 hembra Ciego t. exofitico

56 D-T 31 hembra C.A. p. sesil

56 D-T 31 hembra C.T. t. exofitico

57 D-T 32 hembra C.A. p. sesil

58 D-T 32 hembra Ciego p. sesil

58 D-T 32 hembra Ciego p. sesil

60 D-T 32 hembra C.A p. pedunculado
61 D-T 33 hembra CA. t. ulcerado

62 D-T 33 hembra Ciego t. exofitico

63 D-T 33 hembra C.A. p. sesil

3 PRENEOP |2 hembra C.A.

3 PRENEOP |2 hembra C.T.

3 PRENEOP |2 hembra C.D.

6 PRENEOP |4 macho Ciego

6 PRENEOP |4 macho C.A.

6 PRENEOP |4 macho C.T.
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6 3 PRENEOP |4 macho C.D.

11 3 PRENEOP |6 hembra Ciego

11 3 D-T 6 hembra Ciego

Tabla 9-3

ndmero grupo tto semana  |sexo local macro
11 3 PRENEOP |6 hembra C.T.

11 3 PRENEOP |6 hembra C.D.

12 3 D-T 6 hembra Ciego

12 3 D-T 6 hembra C.T.

13 3 D-T 8 macho CA.

15 3 PRENEOP |8 hembra C.T.

15 3 PRENEOP |8 hembra C.D.

22 3 D-T 12 macho C.D.

22 3 D-T 12 macho C.T. p. sesil
27 3 D-T 16 hembra C.D. p. pedunculado
29 3 D-T 16 macho C.A. p. sesil
31 3 D-T 16 hembra C.T.

33 3 D-T 18 macho C.T. t. exofitico
34 3 D-T 18 macho C.T. t. exofitico
36 3 D-T 18 hembra C.D.

37 3 D-T 20 hembra C.T. p. sesil
37 3 D-T 20 hembra C.T.

38 3 D-T 20 hembra Ciego

38 3 D-T 20 hembra C.A.

38 3 D-T 20 hembra C.T.

39 3 D-T 20 macho Ciego p. sesil
39 3 D-T 20 macho Ciego p. sesil
39 3 D-T 20 macho C.A.

39 3 D-T 20 macho C.T.

40 3 D-T 20 hembra Ciego

40 3 D-T 20 hembra C.T. p. sesil
40 3 D-T 20 hembra C.T.

41 3 D-T 24 macho C.T. P. sesil
41 3 D-T 24 macho C.T.

41 3 D-T 24 macho C.D. p. sesil
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48 3 D-T 22 macho Ciego p. sesil

48 3 D-T 22 macho C.T. p. pedunculado
48 3 D-T 22 macho C.D. p. pedunculado
48 3 D-T 22 macho C.D. t. exofitico

48 3 D-T 22 macho C.D. t. exofitico

48 3 D-T 22 macho C.D. p. sesil

49 3 D-T 22 hembra Ciego p. pedunculado
49 3 D-T 22 hembra C.A p. sesil

49 3 D-T 22 hembra C.T. p. sesil

49 3 D-T 22 hembra C.D. p. sesil

50 3 D-T 24 macho C.A p. pedunculado
50 3 D-T 24 macho C.T.

50 3 D-T 24 macho C.D. t. exofitico

51 3 D-T 24 macho Ciego p. sesil

51 3 D-T 24 macho C.A p. pedunculado
52 3 D-T 24 hembra C.T. p. sesil

53 3 D-T 26 macho Ciego

53 3 D-T 26 macho C.A.

54 3 D-T 24 macho Ciego p. sesil

55 3 D-T 26 hembra Ciego p. pedunculado
55 3 D-T 26 hembra C.T. t. exofitico

56 3 D-T 26 hembra C.D. t. exofitico

57 3 D-T 28 macho Ciego p. pedunculado
Tabla 9-4

ndmero grupo tto semana  |sexo local macro

57 3 D-T 28 macho C.D. t. exofitico

57 3 D-T 28 macho C.D. t. exofitico

58 3 D-T 28 hembra C.T. t. exofitico

59 3 D-T 28 hembra C.T. p. sesil

60 3 D-T 30 macho C.A p. pedunculado
60 3 D-T 30 macho C.D. t. ulcerado

60 3 D-T 30 macho C.D. p. sesil

62 3 D-T 30 hembra C.A. p. pedunculado
62 3 D-T 30 hembra CA. t. ulcerado

62 3 D-T 30 hembra C.D. p. sesil
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62 3 D-T 30 hembra C.D. p. sesil
63 3 D-T 32 macho Ciego

63 3 D-T 32 macho C.T. t. exofitico
64 3 D-T 32 hembra C.A p. sesil
64 3 D-T 32 hembra C.D. p. sesil
65 5 EDTA 36 macho C.T.

66 5 EDTA 36 macho C.T.

66 5 EDTA 36 macho C.D.

67 5 EDTA 37 macho C.D.

75 5 EDTA 44 hembra Ciego

75 5 EDTA 44 hembra C.T.

75 5 EDTA 44 hembra C.D.

76 5 EDTA 44 hembra Ciego

76 5 EDTA 44 hembra C.A.

76 5 EDTA 44 hembra C.T.

76 5 EDTA 44 hembra C.D.

7 5 EDTA 45 hembra C.T.

7 5 EDTA 45 hembra C.D.

78 5 EDTA 45 hembra C.A.

78 5 EDTA 45 hembra C.T.

79 5 EDTA 45 hembra C.T.

79 5 EDTA 45 hembra C.D.

Tabla 9-5

namero histo dif Dukes tamafio placa
2

2

3

3

3

3

4

4

4

5

5




C. mucinoso

Dukes A

grande

no

D. moderada

pequefio

no

C. mucinoso

Dulces A

grande

no

C. mucinoso

Dukes B

pequefio

no

IAdenocarcinoma

moderado

Dukes B

pequefio

no

C. mucinoso

Dukes C

pequefio

no

IAdenocarcinoma

moderado

Dukes A

pequefio

no

D. moderada

pequefio

Si

IAdenocarcinoma

moderado

Dulces A

pequefio

no

C. mucinoso

Dukes B

pequefio

no

IAdenocarcinoma

moderado

Dukes B

pequefio

no

IAdenocarcinoma

moderado

Dukes C

pequefio

no

IAdenocarcinoma

moderado

Dukes A

pequefio

no

10

10

10

IAdenocarcinoma

moderado

Dukes C

grande

no

10

10
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10 IAdenocarcinoma  |moderado Dukes A pequefio no
10 D. moderada pequefio Si
11 Adenocarcinoma  [poco Dukes C pequefio no
11 l/Adenocarcinoma |moderado Dulces B pequefio no
11

Tabla 9-6

ndmero histo dif Dukes tamario placa
11

11 C. in situ pequefio no
11 D. moderada pequefio Si
12 C. mucinoso Dulces C pequefio no
12 C. mucinoso Dukes B pequefio no
12 C. mucinoso Dukes C grande no
12 C. mucinoso Dukes B pequefio no
12 D. moderada pequefio no
13

13 l/Adenocarcinoma  |moderado Dukes A pequefio no
13 D. moderada pequefio no
13

13 l/Adenocarcinoma  |moderado Dukes A pequefio no
13 l/Adenocarcinoma  |moderado Dukes A pequefio no
14

14 D. leve pequefio no
14 C. mucinoso Dukes A grande no
14 C. mucinoso Dukes C pequefio no
14 C. in situ pequefio no
14 C. mucinoso Dukes A grande no
14

14 D. severa pequefio no
15

15

15

15 C. mucinoso Dukes C grande no
15 D. severa pequefio no
15
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16 C. mucinoso Dukes C grande no
16 l/Adenocarcinoma  |poco Dukes B pequefio no
17

17 C. in situ pequefio no
17

17 l/Adenocarcinoma  |moderado Dukes A grande no
17 D. moderada grande Si
18 l/Adenocarcinoma  |moderado Dukes A pequefio Si
19 C. mucinoso Dulces C grande no
18

18 C. mucinoso Dukes C grande no
18

19 C. mucinoso Dukes B pequefio no
19

21 l/Adenocarcinoma  |moderado Dukes A pequefio no
21

21 D. moderada pequefio no
22 C. mucinoso Dukes C grande no
22 lAdenocarcinoma  |moderado Dukes B pequefio Si
22

22 l/Adenocarcinoma  |moderado Dukes B pequefio no
24 l/Adenocarcinoma  |moderado Dukes B grande no
24

24 lAdenocarcinoma  |moderado Dukes A grande no
26

Tabla 9-7

ndmero histo dif Dukes tamano placa
26

26

27 C. mucinoso Dukes C grande no
27 Adenocarcinoma |poco Dukes B grande no
28

29

29 D. severa pequefio no
30 C. mucinoso Dukes C grande no




30

30 Adenocarcinoma |poco Dukes C grande no
32

32

32 Adenocarcinoma |poco Dukes C grande no
32

32

33

33 Adenocarcinoma |poco Dukes C pequefio no
33

34 C. mucinoso Dukes C pequefio no
36 Adenocarcinoma |moderado Dukes A pequefio no
36 Adenocarcinoma |poco Dukes B pequefio no
36

37 Adenocarcinoma [moderado Dukes B pequefio no
38 C.insitu pequefio no
39 Adenocarcinoma |moderado Dukes A pequefio no
40 C.insitu pequefio no
40 Adenoma grande no
41 D. severa pequefio no
41 Adenocarcinoma |moderado Dukes A pequefio no
43 Adenocarcinoma |moderado Dukes C grande no
46 Adenocarcinoma |poco Dukes A pequefio no
50 C. mucinoso Dukes A grande no
52 Adenocarcinoma [poco Dukes A pequefio no
53 Adenocarcinoma |moderado Dukes A pequefio no
56 C. mucinoso Dukes C grande no
56 C. mucinoso Dukes B pequefio no
56 C. mucinoso Dukes B pequefio no
57 C. mucinoso Dukes A pequefio Si
58 D. moderada pequefio Si
58 D. moderada pequefio Si
60 D. moderada pequefio Si
61 C. mucinoso Dukes C grande no
62 C. mucinoso Dukes C grande no
63 D. moderada pequefio Si
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3

3

6

6

6

6

11

11 D. leve no
Tabla 9-8

namero histo dif Dukes tamafio placa
11

11

12 D. leve no
12 D. leve Si
13 D. leve Si
15

15

22 D. moderada Si
22 D. moderada si
27 C. mucinoso Dukes A pequefio no
29 D. moderada Si
31 D. moderada Si
33 C. mucinoso Dukes A pequefio no
34 C. mucinoso Dukes B grande no
36 D. moderada Si
37 lAdenocarcinoma  |moderado Dukes A pequefio no
37 D. leve no
38 D. moderada no
38 D. leve no
38 D. moderada no
39 D. moderada pequefio Si
39 D. moderada pequefio Si
39 D. moderada pequefio Si
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39 D. moderada no
40 D. moderada no
40 D. moderada pequefio Si
40 D. moderada no
41 C. insitu pequefio no
41 D. moderada pequefio Si
41 D. leve pequefio no
48 D. leve no
48 D. severa no
48 lAdenocarcinoma  |moderado Dukes A grande no
48 Adenocarcinoma  [moderado Dukes B pequefio no
48 lAdenocarcinoma  |moderado Dukes B grande no
48 lAdenocarcinoma  |moderado Dukes B pequefio no
49 D. moderada pequefio Si
49 D. severa pequefio Si
49 C. mucinoso Dukes C pequefio no
49 D. moderada pequefio Si
50 C. insitu grande Si
50 D. severa pequefio no
50 Adenocarcinoma  [moderado Dukes B grande Si
51 D. severa grande Si
51 C. insitu pequefio no
52 D. moderada pequefio Si
53 D. moderada no
53 D. moderada no
54 D. moderada pequefio no
55 D. severa pequefio Si
55 C. mucinoso Dukes B pequefio Si
56 Adenocarcinoma  [moderado Dukes B grande no
57 C. mucinoso pequefio no
Tabla 9-9

namero histo dif Dukes tamario placa
57 Adenocarcinoma |moderado Dukes B pequefio no
57 Adenocarcinoma |moderado Dukes B pequefio no




58

C. mucinoso

Dukes B

grande

no

59

Adenocarcinoma

moderado

Dukes A

pequefio

si

60

C.insitu

pequefio

no

60

Adenocarcinoma

moderado

Dukes C

grande

no

60

D. severa

pequefio

si

62

C.insitu

pequefio

no

62

Adenocarcinoma

moderado

Dukes B

pequefio

no

62

C. mucinoso

Dukes B

grande

si

62

D. moderada

no

63

. moderada

no

63

. mucinoso

Dukes C

grande

no

64

. severa

pequefio

si

64

|0 |0 |0

. moderada

pequefio

si

65

66

66

67

75

75

75

76

76

76

76

77

77

78

78

79

79

Tabla 9-10

ndamero

otrostt [ID

metas

gmt

gmmt gmn

2

2
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Si no no

Si no no

Si no no

Si no no

Si no no areas si

si Si Si areas

Si Si Si areas Si Si
si si si

si si si

Si si Si todo Si

no no no

no no no areas no

no no no

no no no no no Si
Si si no

si si no

Si Si no areas Si Si
Si Si Si

Si Si Si
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9 si Si Si

9 si Si Si

9 si Si Si

10 si Si Si

10

10 Si Si Si todo

10 si Si Si

10 si Si Si

10 Si Si Si todo Si Si
10 Si Si Si

11 si Si no no
11 Si Si no

11 Si Si no
Tabla 9-11

namero otrostt (ID metas Gmt gmmt gmn
11 Si Si no

11 Si Si no

11 Si Si no

12 Si si Si

12 Si Si Si

12 Si Si Si no no Si
12 Si si Si

12 Si si si

13 Si si Si

13 Si Si Si

13 Si Si Si

13 Si si Si

13 Si Si Si no
13 Si Si Si

14 si Si no

14 si Si no

14 Si Si no

14 Si Si no

14 Si si no todo Si no
14 Si Si no




250

14 Si Si no

14 Si Si no

15 no no Si

15 no no Si

15 no no Si

15 no no Si todo Si

15 no no Si

15 no no Si

16 Si no Si no no

16 Si no Si no no Si
17 Si no Si

17 Si si no todo Si Si
17 Si Si no

17 Si Si no todo Si no
17 Si Si no

18 no no no

19 Si no Si

18 Si no Si

18 Si no Si

18 Si no Si

19 Si no Si

19 Si Si no

21 Si Si no

21 si Si no

21 Si Si no

22 Si si Si areas Si

22 Si Si Si no no no
22 Si si si

22 Si si si areas

24 Si no no todo Si

24 Si no no

24 Si no no areas Si Si
26 si no

Tabla 9-12

ndmero |otrostt |ID |metas |gmt |gmmt |gmn




26 Si no

26 Si no

27 no no Si areas

27 no no Si areas

28

29 no no no

29 no no no

30 Si no si todo no no
30 Si no Si

30 Si no Si

32 no no Si

32 no no si

32 no no Si

32 no no Si

32 no no no

33 no Si Si

33 no Si Si

33 no Si Si

34 no Si no

36 Si no no no Si

36 Si no no areas Si

36 Si no no

37 no no no todo si Si
38 no no no

39 no Si no todo Si Si
40 Si no no todo si Si
40 Si no no no si Si
41 Si no Si

41 Si no Si

43 no no Si

46 no no no

50 no Si no todo

52 no no no todo Si Si
53 no no no todo si Si
56 Si no Si

56 Si no Si
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56 Si no Si

57 no no no no Si si
58 Si no no areas si Si
58 Si no no todo si Si
60 no no no todo Si Si
61 no Si Si

62 no no si areas si Si
63 no no no areas si Si
3

3

3

6

6

6

6

11 no no no

11 no no no

Tabla 9-13

namero otrostt |ID metas gmt gmmt gmn
11 no no no

11

12 Si no no

12 Si no no

13 no no no

15 no no no

15 no no no

22 si no no

22 Si no no

27 no no no

29 no no no

31 no no no

33 no no no todo Si Si
34 no no no areas si

36 no no no

37 Si no no




37 Si no no

38 Si no no

38 Si no no

38 Si no no

39 Si no no

39 Si no no areas Si Si
39 Si no no

39 Si no no

40 Si no no

40 Si no no todo Si Si
40 Si no no

41 Si Si no todo Si Si
41 Si Si no

41 Si Si no

48 si no no

48 Si no no

48 Si Si no Si
48 Si Si no areas si

48 Si Si no

48 Si Si no todo Si

49 Si Si Si

49 Si Si Si Si
49 Si Si Si areas Si Si
49 Si Si Si

50 Si Si Si

50 Si Si Si

50 Si Si si todo Si Si
51 Si Si Si areas Si Si
51 Si Si Si todo Si Si
52 no no Si

53 Si no no

53 Si no no

54 no no no

55 Si no no

55 no no no todo Si Si
56 no no no areas Si Si
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57

si

si

no

todo

no

no

Tabla 9-14

ndmero

otrostt

metas

gmt

gmmt

gmn

57

si

si

no

no

si

57

si

si

no

58

Si

no

no

todo

S

S

59

no

no

no

60

si

no

no

no

si

si

60

si

no

no

areas

60

S

no

no

S

62

S

no

no

S

62

S

no

no

62

si

no

no

todo

si

si

62

S

no

no

63

S

no

S

63

si

no

S

todo

S

S

64

si

no

no

64

S

no

no

todo

no

no

65

66

66

67

75

75

75

76

76

76

76

77

77

78

78

79

79
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Tabla 9-15

ndmero

bst

bsmt

bsn

pt

pmt

pmn

ut

umt

un

meg

meb

2

2

areas

todo

areas

no

areas

si

areas

no

todo

no

todo

si

todo

no
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areas

no

no

no

todo

no

no

si

no

no

no

no

no

no

10

10

10

areas

areas

todo

no

no

10

10

10

areas

si

si

todo

si

no

no

no

10

11

Si

no

no

si

11

11

Tabla 9-16

namero

bst

bsmt

bsn

pt

pmt

pmn

ut

umt

un

meg

meb

11

11

11

12

12

12

no

no

si

areas

no

si

12

todo

12

13

13

areas

si

13

13

13

no

no

13

14
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14

14

14

todo

S

todo

S

S

14

todo

S

14

todo

si

si

todo

si

si

todo

si

no

14

14

15

15

15

15

todo

S

todo

si

S

todo

S

15

15

16

16

no

no

no

areas

S

17

17

todo

si

si

todo

si

no

no

17

17

todo

no

todo

S

no

areas

si

17

18

si

si

19

18

18

no

todo

18

19

19

21

21

21

todo

22

areas

todo

no

no

22

todo

S

S

areas

no

areas

22

22

areas

areas

24

todo

S

todo

todo

no

no

24
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24

areas

no

areas

no

26

Tabla 9-17

ndmero

bst

bsmt

bsn

pt

pmt

pmn

ut

umt

un

meg

meb

26

26

27

areas

todo

todo

27

28

29

29

30

areas

Si

Si

areas

no

no

30

30

32

32

32

32

32

33

33

todo

33

34

areas

no

no

36

Areas

Si

areas

Si

Si

36

todo

Si

36

37

38

39

todo

Si

Si

todo

no

no

no

Si

Si

40

no

S

S

no

no

S

40

no

S

S

todo

S

no

no

no

S

41

no

Si

Si

Nno

no

no

no

No

41

todo

Nno

Nno

todo

i

43

no

46

areas

todo
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50

52

53

areas

no

areas

no

no

todo

Si

no

56

areas

no

Si

56

no

no

Si

areas

Si

Si

56

Areas

areas

no

Si

57

areas

Si

Si

todo

no

Si

todo

no

no

58

58

no

Si

Si

60

61

todo

Si

todo

Si

Si

todo

62

63

6

11

11

Tabla 9-18

ndmero

bst

bsmt

bsn

pt

pmt

pmn

ut

umt

un

meg

meb

11

11

12

12

13

15

15

22

22

27

29
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31

33

areas

si

si

no

no

no

areas

si

si

34

areas

si

no

si

todo

si

si

36

37

areas

si

si

areas

si

todo

si

si

todo

37

38

38

38

39

39

no

si

si

39

39

40

40

areas

si

si

40

41

no

no

si

todo

41

41

no

si

si

48

48

48

no

si

si

no

no

no

todo

si

no

48

areas

si

no

no

no

todo

si

48

areas

areas

areas

no

todo

no

48

areas

si

areas

si

areas

si

no

49

todo

49

no

no

no

no

si

si

49

si

Si

no

no

49

50

no

50

50

todo

si

si

no

no

no

areas

no

no

51

no

si

si

no

si

no

areas

si

si

51

todo

si

si

no

si

si

todo

si

si

52

53
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53

54

todo

no

si

areas

55

55

Si

todo

no

si

56

areas

si

si

areas

si

si

no

57

todo

si

si

todo

si

si

todo

si

si

areas

Tabla 9-19

ndamero

bst

bsmt

bsn

pt

pmt

pmn

ut

umt

un

meg

meb

57

no

Si

Si

todo

Si

Si

todo

57

areas

no

areas

Si

58

areas

Si

Si

areas

Si

todo

Si

si

areas

59

60

si

todo

si

no

60

areas

Si

areas

no

60

Si

Si

si

no

62

Si

no

si

Si

si

62

si

areas

si

si

todo

Si

si

62

todo

Si

Si

areas

no

areas

no

no

62

63

63

todo

Si

areas

Si

si

areas

64

64

areas

Si

Si

Si

si

65

66

66

67

75

75

75

76

76

76

76

77
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77
78

78

79

79 .

Tabla 9-20

ndmero mep meu pas g1 02

2 88.40  [5.80
2 02.00  [4.70
3 89.50  [3.40
3 84.20  [6.00
3 88.80  [5.70
3 83.10  [8.30
4 83.90  [5.20
4 02.80  [1.70
4 87.70  14.30
5 86.50  [5.60
5 92.40  [4.10
5 89.50  [3.00
6 9530  [3.00
7 85.10  [7.90
7 03.80  [3.50
7 85.60  [6.10
8 89.60  [4.70
8 87.80  [7.30
8 00.20  [5.40
1 79.40 11.20
2 00.00  [4.10
2

2

2 88.10  [6.20
5 87.40  14.80
6 82.20  [8.00
6 03.10  [3.40
6 87.40  [6.20

262




6 88.70 6.70
6 83.10 8.50
7 85.30 6.20
.

7 82.90 4.20
.

8 89.80 3.80
8 86.30 5.00
8 82.20 8.60
9 86.00 8.10
9

9 88.00 5.50
9 82.00 7.50
9 P/IA 83.00 9.40
10 83.80 5.40
10 81.60 8.10
10 87.00 4.50
10 85.00 8.60
10 85.30 5.00
10 87.10 4.00
10

11 90.50 3.00
11

11 . 85.20 5.50
Tabla 9-21

ndmero mep meu pas g1 02
11 81.60 8.10
11

11

12

12 92.60 2.70
12 85.70 6.10
12

12

13 85.10 6.40
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13 89.50 3.50
13

13 91.80 3.90
13 90.30 5.10
13

14 84.20 7.20
14

14 IAB

14 IAB 87.80 3.70
14

14 89.60 2.70
14 84.30 7.10
14

15 85.90 5.80
15 79.90 9.10
15 88.20 7.50
15 IAB 83.80 10.00
15

15 82.90 7.70
16 A-P 87.50 6.10
16 no

17 90.50 5.00
17

17 89.40 4.50
17 no

17

18 89.00 2.10
19 88.50 3.40
18 93.10 8.70
18 90.10 2.60
18 38.10 3.40
19 P/A

19 85.20 5.10
21 92.50 2.50
21 83.70 9.10
21
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22

22 IAB

22 89.50 4.10
22

24 86.20 5.80
24 92.30 2.60
24 no

26 . 88.10 5.70
Tabla 9-22

ndmero mep meu pas gl g2
26 92.00 4.60
26 83.20 8.70
27 P/A 82.50 5.80
27 P/A 85.50 3.20
28 91.80 3.50
29 88.40 7.40
29

30 no

30 89.40 3.20
30

32 84.20 5.50
32 87.50 3.30
32 90.20 4.90
32 85.10 4.70
32 90.80 3.00
33 85.60 3.40
33

33 90.00 4.90
34 AB

36 90.90 1.20
36 88.80 4.40
36 90.20 5.80
37

38

39 no
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40

PAS

40

41

no

41

no

43

46

50

52

53

56

56

56

57

58

58

60

61

P/IA

62

no

63

P/A

91.20

3.20

89.30

4.00

93.60

1.70

89.00

4.70

91.00

4.00

89.20

4.70

6

91.20

3.70

11

89.60

4.20

11

Tabla 9-23

ndmero

mep

meu

pas

gl

g2

11

91.80

3.70

11

87.50

4.80

12

12

13
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15

87.70

4.30

15

88.50

4.50

22

22

27

29

31

33

no

34

P/IA

36

37

no

37

38

38

38

39

39

todo

39

areas

39

40

40

P/A

40

41

AB

41

41

48

48

48

todo

no

48

no

no

87.90

3.30

48

A-P

48

no

49

no

49

no

49

49

50
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50

50

areas

P/A

51

no

51

no

52

53

53

54

55

55

todo

56

todo

57

Tabla 9-24

namero

mep

meu

pas

g1

02

57

todo

57

areas

58

AB

59

60

60

areas

P/A

60

no

62

62

no

no

62

AB

62

63

63

areas

64

todo

64

todo

todo

PAS

65

90.30

3.60

66

90.40

5.20

66

87.40

8.80

67

88.80

7.10

75

91.10

5.30

75

92.30

3.00
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75 94.80 2.10
76 86.70 4.50
76 86.80 8.30
76 85.50 3.70
76 93.20 3.40
77 89.30 4.80
77 89.30 3.60
78 88.40 7.20
78 90.20 3.90
79 87.90 3.00
79 . 91.00 2.80
Tabla 9-25

namero S ip

2 5.80 11.60

2 4.70 8.00

3 3.40 10.50

3 6.00 15.80

3 5.50 11.20

3 8.60 16.90

4 10.90 16.10

4 5.50 7.20

4 8.00 12.30

5 7.90 13.50

5 3.50 7.60

5 7.50 10.50

6 1.70 4.70

7 7.00 14.90

7 2.70 6.20

7 8.30 14.40

8 5.70 10.40

8 4.90 12.20

8 4.40 9.80

1 9.40 20.60

2 5.90 10.00

2
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2

2 5.70 11.90
5 7.80 12.60
6 9.80 17.80
6 3.50 6.90
6 6.30 12.50
6 4.60 11.30
6 8.40 16.90
7 8.50 14.70
7

7 12.90 17.10
7

8 6.40 10.20
8 8.70 13.70
8 9.20 17.80
9 5.90 14.00
9

9 6.50 12.00
9 10.50 18.00
9 7.60 17.00
10 10.80 16.20
10 10.30 18.40
10 8.50 13.00
10 6.40 15.00
10 9.70 14.70
10 8.90 12.90
10

11 6.50 9.50
11

11 9.30 14.80
Tabla 9-26

namero s ip

11 10.30 18.40
11

11
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12

12 4.70 7.40
12 8.20 14.30
12

12

13 8.50 14.90
13 7.00 10.50
13

13 4.30 8.20
13 4.60 9.70
13

14 8.60 15.80
14

14

14 8.50 12.20
14

14 7.70 10.40
14 8.60 15.70
14

15 8.30 14.10
15 11.00 20.10
15 4.30 11.80
15 6.20 16.20
15

15 9.40 17.10
16 6.40 12.50
16

17 4.50 9.50
17

17 6.10 10.60
17

17

18 8.90 11.00
19 8.10 11.50
18 8.70 16.90
18 7.30 9.90
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18 8.50 11.90
19

19 9.70 14.80
21 5.00 7.50
21 7.20 16.30
21

22

22

22 6.40 10.50
22

24 8.00 13.80
24 5.10 7.70
24

26 6.20 11.90
Tabla 9-27

namero s ip

26 3.40 8.00
26 8.10 16.80
27 11.70 17.50
27 11.30 14.50
28 4.70 8.20
29 4.20 11.60
29

30

30 7.40 10.60
30

32 10.30 15.80
32 9.20 12.50
32 4.90 9.80
32 10.20 14.90
32 6.20 9.20
33 11.00 14.40
33

33 5.10 10.00
34
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36

7.90

9.10

36

6.80

11.20

36

4.00

9.80

37

38

39

40

40

41

41

43

46

50

52

53

56

56

56

57

58

58

60

61

62

63

5.60

8.80

6.70

10.70

4.70

6.40

6.30

11.00

5.00

9.00

6.10

10.80

6

5.10

8.80

11

6.20

10.40

11

Tabla 9-28
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ndamero

11

4.50

8.20

11

7.70

12.50

12

12

13

15

8.00

12.30

15

7.00

11.50

22

22

27

29

31

33

34

36

37

37

38

38

38

39

39

39

39

40

40

40

41

41

41

48

48

48

48

8.80

12.10

48
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48

49

49

49

49

50

50

50

51

51

52

53

53

54

55

55

56

57 .
Tabla 9-29

namero s ip

57

57

58

59

60

60

60

62

62

62

62

63

63

64

64
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65 6.10 9.70
66 4.40 9.60
66 3.80 12.60
67 4.10 11.20
75 3.60 8.90
75 4.70 7.70
75 3.10 5.20
76 8.80 13.30
76 4.90 13.20
76 10.80 14.50
76 3.40 6.80
77 5.90 10.70
77 7.10 10.70
78 4.40 11.60
78 5.90 9.80
79 9.10 12.10
79 6.20 9.00

Tabla 9-30
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