ESTUDIOS EXPERIMENTALES SOBRE IMPLANTACION OVARICA
DE ALGUNOS TUMORES TRANSPLANTABLES DE RATAS (*)

DRr. PABLO MORI CHAVEZ (*%)

N una publicacién anterior (1) fué descrito un tumor ovarico de una rata
Osborne-Mendel, que histolégicamente era un adenocarcinoma papilar que
producia una peculiar substancia hialina. En los transplantes intraperitoneales
de este tumor se observd frecuentemente su implantacién en los ovarios, se-
mejando en este respecto a ciertos tumores de la mujer, en los que el ovario
es un sitio de eleccién para el crecimiento metastasico (2-9). Los tumores ex-
perimentales en animales, por el contrario, rara vez hacen metastasis al ova-
rio (10).
Este trabajo trata de algunos experimentos para precisar la patogenesis
de tales implantes tumorales intraovaricos, y discutir la naturaleza de la afi-
nidad que varios tumores transplantables muestran para crecer en el ovario.

MATERIAL Y METODOS

Los cuatro siguientes tumores transplantables de ratas fueron emplea-
dos con el objeto de hacer estudios comparativos sobre su implantacién ovarica:

a) el tumor ovérico previamente descrito en ratas Osborne-Mendel,

b) un carcinoma de la glandula Harderiana en ratas Buffalo,

¢) un fibrosarcoma en ratas Irlandesas AXC,

d) un adenocarcinoma del estémago en ratas Marshall-520.

TECNICA DE LOS TRANSPLANTES

Los transplantes intraperitoneales fueron hechos por uno de estos tres
métodos: 1) Inyeccidn de 1 cc. de fluido ascitico obtenido de las ratas con el
tumor; 2) Con fragm'entos del tumor inoculados mediante el método del tro-
car; 3) Inyecciéon de una suspensiéon de célula tumorales preparada por tri-
turacién del tejido tumoral en solucidén salina fisiolégica.

Un pequeno grupo de 6 ratas Osborne-Mendel fueron inyectadas intra-
peritonealmente con fluido ascitico del tumor ovarico, y los animales sacrifi-
cados, respectivamente, a intervalos de 2 horas, 4 horas, 1 dia, 2 dias, 4 dias,
y 8 dias con el objeto de determinar los diferentes estadios del desarrollo
de los implantes peritoneales y ovaricos.

En todos los anirmales, espontaneamente muertos, o sacrificados cuando
se habia desarrollado una ascttis considerable, se practicé una autopsia com-
pleta. Al momento de la autopsia de cada animal, se tomaron varias seccio-
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nes del tumor y de sus metastasis, las cuales se fijaron en solucién Zenker-
acética e incluyeron después en parafina. Los ovarios, cuando a simple vista
no mostraron crecimiento tumoral, eran cuidadosamente examinados bajo el
microscopio de diseccidén y rutinariamente conservados para el examen mi-
croscépico. Las secciones fueron tefiidas por rutina con hematoxilina y eosi-
na, empleandose otras técnicas de coloracién cuando se requerian.

Iryeccidén de tinta china. Se investigd también el comportamiento de
particulas inertes, empleando la tinta china. Grupos de ratas hembras (Os-
borne-Mendel, Butfalo, AXC), fueron inyectadas intraperitonealmente con 1
cc. de tinta china diluida, y luego sacrificadas sucesivamente a los 30 minutos,
una hora, 3 horas, 6 horas, y 24 horas.

RESULTADOS

Transplantes infraperitoneales
Carcinoma ovdarico en ratas Osborne-Mendel. Este es el tumor ova-
rico mencionado al principio de este trabajo, muy maligno y de rdpido cre-

Fig. 1.—Carcinoma del ovaric transplantado intraperitonealmente: Obsérvese el cre-
cimiento polipoide del tumor, principalmente en el omerto, a la derecha, y hacia abajo
ambos ovarios con imglantes tumorsles. 1:1x
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Fig. 2—Voluminosos tumores desarrollados en ambos ovarios después de transplante
intraperitoneal del carcinoma ovarico. 1:1 x

cimiento. Los transplantes intraperitoneales de este tumor dieron lugar al de-
sarrollo de masas polipoides diseminadas eh la cavidad peritoneal, principal-
mente en el omento. Estas masas, blandas y rojizas, mostraban a menudo una
superficie despulida, en descamacién, de color bruno-grisaceo. Abundante
fluido hemorragico distendia la cavidad peritoneal, y mostraba un aspecto tur-
bio. El examen microscépico de las extensiones de dicho fluido revelaba gran
nGmero de células aisladas o en grupos que, en ocasiones, formaban acinis;
muchos eritrocitos y restos celulares necréticos también estaban presentes, Los
ovarios mostraron crecimientc tumoral en gran namero de casos.

RESULTADOS DE LOS TRANSPLANTES INTRAPERITONEALES

Impl. IMPLANTES OVARICOS Promedio
Tumores Ratas Ne Perit, _— — == . Evoluci6én
' Total Unilat. Bilt. Macr. Micr. Dias
Ca-Ovario O-M 40 30-75%  22-75.8% 5 17 12 10 33
Ca-Harderiano  Buff. 27 24-88% 8-33.3% 3 5 1 7 47
Fibrosarcoma AXC 15 12-80% 4-33.3% 4 0 2 2 34
Ca-Gastrico M-520 12 8-75% 1-12.5% 1 0 0 1 103

De 40 transplantes ir;traperitoneales, 30 desarrollaron el tumor (75%),
con un promedio de vida del animal, después del transplante, de 33 dias. De
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estos, 22 mostraron implantacién ovarica (75.8%), siendo 17 bilaterales y 4
unilaterales.

Estos implantes ovéricos se observaron macroscépicamente en 12 ani-
males, con tamanios que variaban desde pocos milimetros hasta 4 cc. en sus dia-
metros mayores. (Fig. 1 y 2.) En los 10 casos restantes los ovarios aparen-
temente normales revelaron al examen microscépico formaciones adenopapi-
lomatosas incipientes en el espacio sacular de uno o de ambos ovarios, crecien-
do libremente, o adheridos a la pared del saco ovarico. (Fig. 3.) A menudo,
uno o méas cuerpos amarillos mostraban también areas mas o menos extensas
del mismo tipo de crecimiento papilar. (Fig. 4.)

De las 6 ratas Osborne-Mendel que habian recibido transplantes intra-
peritoneales y sacrificadas, como se dijo, en horas y dias sucesivos, los ovarios
y fragmentos del omento fueron estudiados en secciones seriadas. Células
tumorales libres, aisladas o en pequefios grupos, se encontraron en el fluido al-
buminoso del espacio sacular del ovario. En un caso se encontraron signos de
proliferacién activa de células tumorales dos dias después dei transplante; las
células tumorales habian atravesado el epitelio de superficie, desprendiéndolo
en parte y penetrando por debajo. (Fig. S.) .

Con ayuda del microscopio de diseccién se descubrieron, 2 dias después
del transplante, eminencias puntiformes en el omento que parecian albergar

Fig. 3.—Seccién total del ovario que muestra claramente el crecimiento papilar del
tumor en el espacio periovarico después de transplante intraperitoneal. 40 x
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Fig. 4—En esta seccién se muestra un cuerpo amarillo con desarrollo papilar del
tumor, y a la derecha extenso crecimiento del mismo en el espacio sacular del ovario después
de transplante intraperituneal. 108 x

células tumorales. Las secciones seriadas verificaron la presencia de nédu-
los iniciales de aspecto granuiomatoso, con células tumorales, muchas en mi-
tosis, diseminadas entre granulocitos y linfocitos. Los leucocitos eran mas abun-
dantes en la periferia, en la cual se velan también vasos sanguineos dilatados.
Tal hiperemia podria estar en relacién con la activa proliferacién de células
tumorales (11). En la parte central de los nédulos se encontraba constante-
mente un material eosinofilico con restos celulares (Fig. 6), lo que sugiere el
proceso descrito por BURROWS que califica de “autodigestion”, mas que de ne-
crosis, y que parecen presentario los tumores en gran actividad proliferativa
(12). En otros sitios la superficie del omento se veia recubierta por un ma-
terial albuminoso que engolfaba células tumorales en proliferacién. Los di-
versos estadios del cremimiento tumoral observados en el omento y en la su-
perficie del ovario son similares a los de la carcinosis peritoneal humana des-
crita por SAMPSON (13, 14).

Carcinoma de la glandula Harderiana en ratas Buffalo. Este tumor es
también de rapido crecimiento y con alto porcentaje de transplantabilidad en
la cepa Buffalo original. Es importante mencionar que de 11 transplantes
subcutaneos con 9 desarrollos positivos, se encontraron 2 casos aparentes de
metastasis ovaricas al estudio microscépico, con crecimiento incipiente del tu-
mor en los cuerpos amarillos (Fig. 7); sin embargo, en ambos casos se encon-



30 MORI CHAVEZ P. D%’éfﬁbrye ‘Olbgssté
traron nodulos metastasicos de algunos milimetros en el borde del higado, lo
gue hzce suponer que las células tumorales desprendidas de dichos nédulos
migraron libremente en la cavidad peritoneal e implantaron el ovario.

Los transplantes intraperitoneales de este tumor, también dieron or.-
gen a gran cantidad de ascitis hemorragica. El fluido reveld al examen mi-
croscépico células tumorales libres, aisladas o en pequefios grupos, junto con
gran numero de eritrocitos. Al abrir el abdomen se encontraban masas tumo-
rales nodulares, polipoides, muy blandas y de color rosaces, principalmente en
el omento, alrededor de los rinones, por debajo del diafragmsa e invadiendo
el higado, el pancreas y los ganglios linfaticos. El promedio de zvolucién d»
estos transplantes intraperitoneales fué de 47 dias.

De 27 transplantes intraperitoneales en ratas Buaffalo, 24 desarrollaron
tumores (88.8% ); de estos, 8 mostraron implantes ovéricos (33.3%); 3 de los
cuales fueron bilaterales y 5 unilaterales. Solamente en un caso se observé
macroscopicamente un ligero engrosamiento de ambaos ovarios y los 7 restan-
tes fueron descubiertos por el examen microscépico, siendo de notar que los
cuerpos amarillos eran a menudo el sitio inicial del crecimiento (Fig. 8), y
mas raramente el espacio sacular del ovario (Fig. 9). En muchos casos, va-
rios cuerpos amarillos estaban infiltrados con metastasis iniciales.

Fig. 5.—Seccién de! ovario 48 horas después del tronsplante intraperitoneal del car-
cinoma ovarico: El epitelio superficial del ovario, tumefacto por reaccién en el lado iz-
quierdo, ha sido parcialmente desprendido por las células tumorales en proliferacién que
inicisn su implantacién. 375 x
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Fig. 6.—La superficie del omento 48 horas después del transplante intraperitoneal del
carcinoma oviarico: Inicio del implante tumoral con células tumorales en la narte superficial,
y por debajo zona de aspecto necrdtico cor reaccidn leucocitaria. 340 x

Fibrosarcoma ACMC-A en ratas AXC. Este es un tumor muy maligno
que en los transplantes subcutdneos en la misma cepa de origen desarrolla en
casi el 100%, alcanzando tamafios de 6 a 8 cms. en sus mayores diametros.
El tumor es un tanto firme en consistencia, ligeramente lobulado, muy pro-
penso a la ulceracién, preserta un color blanco-rosaceo con areas hemorragi-
cas, y una superficie de corte lisa y brillante.

En los transplantes intraperitoneales la tumefaccidén del abdomen se
hacia aparente a las 2 semanas, y alcanzaba un buen desarrollo en un prome-
dio de 34 dias, en que el animal moria espontianeamente o era sacrificado. En
la autopsia la presencia de ascitis hemorragica era constante y la cavidad pe-
ritoneal estaba sembrada de nddulos y masas redondeadas de superficie bri-
llante y de color blanco-rosaceo, a veces con manchas hemorragicas.

Se hicieron transplantes intraperitoneales con este tumor por el méto-
do del trocar de 15 ratas, con desarrollo positivo en 12 ratas (80%). De éstas,
cuatro mostraron implantes cvaricos unilaterales (33.3%), dos de ellos con
tumores grandes que crecieron en el ovario derecho (Fig. 10); en un tercer
caso el saco ovarico aparecia turbio y se encontré al examen microscépico, te-
jido tumoral invadiendo el parénquima (Fig. 11). La cuarta rata mostré una
infiltracién tumoral incipiente en el espacio sacular del ovario.

Adenocarcinoma gastrico en ratas Marshall-520. Este es un tumor de
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crecimiento muy lento; alcanza el tamano de 2 cms. de didmetro en el tér-
mino de dos meses y medio en los transplantes subcutaneos. Su consistencia
es firme, de color blanco rosado, con una superficie de corte homogénea y bri-
llante que se recubre de un fluido ligeramente viscoso; presenta pequenas ca-
vidades en su parte central, llenas de liquido seroso o viscoso, en ocasiones
tenido en sangre.

En los transplantes intraperitoneales la tumefaccién del abdomen se
hacia aparente solamente después de dos meses, y los animales morian o eran
sacrificados promediando los 103 dias del transplante. En la autopsia se en-
contré también ascitis hemorragica y masas nodulares pequenas, sembradas
en el omento y paredes peritoneales, en especial en la regién pélvica. EI flui-
do ascitico contenia raras células tumorales.

De las 12 ratas Marshail que rectbieron transplantes intraperitoneales,
8 desarrollaron tumores, y solamente hubo un caso en que el examen micros-
cbpico de los ovarios evidencié trombosis tumoral de algunos vasos en el es-
troma del ovario, y las células tumorales mostraban activa proliferacién.
(Fig. 12.)

Inyeccion intraperitoneal de tinta china. Las ratas hembras que fus-
ron inyectadas intraperitonealmente con una solucidn diluida de tinta china

Fig. 7.—Carcinoma <e la Glandula Harderiana transplantado subcutaneamente que
present6é un nddulo metastésico en el borde del higado, con impiantacién subsecuente en el
ovario: Nétese el inicio del crecimiento tumora) en un cuerpo amaritlo. 120 x
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Fig. 8.—Carcinoma c¢e la Glandula Harderiana transplantado intraperitonealmente:
Extenso crecimiento tumoral que ha tomado todo un cuerpo amarillo. 120 x

mostraron gran cantidad del colorante en el peritoneo durante las tres prime-
ras horas después de la inyeccidn, libre al comienzo y luego fijada principai-
mente en el omento. El espacio sacular del ovario contenia particulas libres
de tinta china en la primera hora, y al final de la tercera hora dichas particu-
las se encontraron localizadas principalmente en fagocitos (Fig. 13). Seis
horas después de la inyeccién, como regla, ya no se descubria tinta en 2l saco
ovarico al examen con el microscopio de diseccién, y nunca se la encontrd des-
pués de las 24 horas. El examen micioscopico de las secciones reveld particu-
las del colorante dentro de las células endoteliales que revisten el saco ova-
rico (Fig. 14). EI pasaje de las particulas se hacia a través de una pequena
abertura u ostium que existe en el saco ovarico de los ratones y ratas, que co-
munica la cavidad peritoneal con el espacio peri-ovarico (Fig. 15).

DiscusIiON

Los resultados de estos experimentos mostraron que cuatro diferentes
tipos de tumores, fransplantados intraperitonealmente, hicieron metastasis por
implantacién en el ovario. Sin embargo, la incidencia de estos implantes va-
ri6 grandemente segun el tipo de tumor transplantado, siendo més alta (75%)
en el caso del carcinoma ovérico de las ratas Osborne-Mendel. Tanto el car-
cinoma de la glandula Harderiana como el fibrosarcoma, produjeron implan-
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tes ovaricos en le 33.3% de las ratas portadoras de los respectivos tumores pe-
ritonealmente transplantados, mientras que el adenocarcinoma del estémago,
el menos maligno de los 4 tumores, produjo solamente una metastasis entre
ocho transplantes positivos (12%).

El experimento con la tinta china evidencié que las particulas del co-
lorante inyectadas en la cavidad peritoneal alcanzaban el ovario a través de
la abertura u ostium que existe en el saco o bursae ovarii. Es importante men-
cionar que dicha abertura puede estar cerrada en ciertas fases del ciclo es-
tral, probablemente en virtud de su proximidad a la extremidad fimbriada del
oviducto y que jugaria un papel funcional en la actividad reproductiva del
tracto genital de estos roedores (15-18). Igualmente, la inyeccidén de células
tumorales del fluido ascitico en las ratas Osborne-Mendel, y sacrificadas en
horas y dias sucesivos, comprobd dicho mecanismo de implantacién ovérica.
Estos experimentos mostraron que dicha comunicacién jugaba también un
papel importante en las metastasis ovéricas por implantacién de crecimientos
malignos dentro del peritoneo o de tumores localizados en la superficie de los
o6rganos atdominales. Tal fué el caso en 2 ratas de estos experimentos que
poselan metastasis superficiales en el higado de! carcinoma ds la glandula Har-
deriana transplantado subcutidneamente, y que hicieron también implantes en
los ovarios.

Fig. 9.—Carcinoma de la Glandula Harderiana transplantado intraperitonealmente:
Extenso crecimiento tumoral en el espacio sacular. 80 x
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Fig. 10.—El fibrosarcoma ACMCA-2 transplantado intraperitonealmente: Seccién det
ovario con extenso crecimiento tumoral de células fusiformes y células gigantes, alrededor
de un foliculo de De Graff todavia respetado. 300 x

El hecho de que ciertos tumores hacen metastasis frecuentes a ciertos
oérganos o tejidos y rara vez o nunca a otros, ha sido interpretado por algunos
autores como prueba de la existencia de una afinidad tisular u organotropis-
mo tumoral (19, 20). La incidencia més alta de tumores desarrollados en los
ovarios después de transplantes intraperitoneales del carcinoma ovérico en
ratas Osborne-Mendel, aparentemente abona esta idea. Sin embargo, hay
otros factores en causa que importa discutirlos brevemente.

Se acepta generalmente que las mietéstasis son el resultado de la in-
teraccién entre el tumor y su huésped (21, 22). Se ha establecido que, en
primer Jugar el caracter y malignidad de las células tumorales o su grado de
anaplasia es un factor principal para determinar la localizacién y frecuencia
de las metastasis (23, 26). También se ha dicho que el nimero de células jue-
ga alguna parte en el éxito de los transplantes o de las metastasis (27, 28).
Er: segundo iuger, se ha atribuido una parte importante en la localizacién a
condiciones locales y generales o a la susceptibilidad del organismo del hués-
ped, determinado por factores constitucionales de resistencias animal (21, 22).
En algunos casos, el desarrollo de metastasis puede ser cuestién de tiempo y
de nufricidén (29, 30), o que en parte estaria de acuerdo con los resuitados
de estos experimentos. El ovario ofrece seguramente un buen “terreno” para
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el crecimiento de tumores, y particularmente los cuerpos amarillos mostraron
ser un medio fértil especial para su crecimiento, lo que se explicaria por la gran
actividad funcional y los cambhios ciclicos circulatorios de estos tejidos (9, 31).

Segiin BUurRrROws (12), las metastasis son primariamente el resultado de
la difusidn, desde la masa tumoral principal, de una substancia hipotética, esti-
mulante del crecimiento, a la que denomina la “archusia”, la cual seria libe-
rada por un proceso de “autodigestién” de las células en la parte central del
tumor.

Habbow (32) también pensé que una “substancia promotora del cre-
cimiento” estaria en juego. Recordamos que el carcinoma ovarico mostrd gran
tendencia desde su implantacidn inicial a formar areas necréticas (“autodi-
gestién”?). Si la teoria de Burrows es correcia, se inferiria que la capacidad
del carcinoma ovérico para implantar los ovarios méas pronto que otros tumo-
res depende de la liberacién de una mayor cantidad de “substancia promotora
del crecimiento™.

La mayor aptitud para difundirse los tumores estaria en relacién con
algin factor enzimatico, como la hialorunidasa, que se cree que aumenta la
invasividad de los tumores (32, 34), o que ésta dependa simplemente de cam-
bios fisico-quimicos. Se ha demostrado que la tensidén superficial y la concen-
tracién hidrogenidnica estédn alteradas en la sangre de pacientes cancerosos y
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Fig. 1l.—Fibrosarcoma ACMCA-2 transplantado intraperitonealmente: Seccién del
ovario que muestra la implantacién tumoral en el espacio sacular y superficie del ovario. 270 x



Volumen I TUMORES EXPERIMENTALES 37

Numero 2

PN &.-—

RN Y2

Fig. 12.—EI carcinoma de) estdmago transplantado intraperitonealmente: Seccién del
ovario que muestra algunos vasos del estroma c¢on trombosis tumoral, con activa prolife-
racién y formacion de estructuras de aspecto glandular. 108 x

en los animales portadores de céancer, y que los extractos tisulares de tumores
también mostraban esta alteracién (35, 37).

Mas recientemente, ComaAN (38), y McCUTCHEON y sus colaboradores
(39, 40), han mostrado que un factor importante en la invasividad local es la
facil descamacién de las células malignas debido a la pérdida de su mutua
adhesividad, que se ha relacionado con la deficiencia local de calcio (38, #1-
44). Las células vivas desprendidas son capaces luego de progresar por mo-
vimientos ameboides e implantarse en cualquier parte (45-49). El carcinoma
ovarico, en realidad, mostré mayor malignidad y mayor tendencia a liberar
células vivas que aparecian aisladas o en acimulos, al examen microscépico
del fluido ascitico. Es probable que la afinidad tisular u organotropismo -0
sea otra cosa que el resultado de estos diversos factores que acabamos de enu-
merar,

SUMARIO

En una publicacién anterior sobre un carcinoma ovarico de rata se mostrd su predi-
leccién para implantar el ovario cusndo era transplantado intraperitonealmente. Los expe-
rimentos referidos aqui amplian el trabajo y muestran que otros tres tumores, ademas del
carcinoma ovérico, eran capaces de implantarse y crecer en los ovarios. Se ha considerado
y discutido la mayor incidencia de implantes ovaricos del carcinoma ovérico en los trans-
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plantes intraperitoneales, llegando a la conclusién de que esta habilidad provenia de su
mayor malignidad y de la mayor liberacién de células vivas capaces de atravesar el ostium
del saco periovarico. Se evidencié también que las células tumorales encontraban un me-
dio especialmente favorable para su crecimiento en los tejidos ovaricos, principalmente
en los cuerpos amarillos.

SUMMARY

Previous work suggested that an ovarian carcinoma showed ovarian organotropism
when intraperitoneally transplanted. The experiments reported here extended this work
and showed that threz other tumors besides the ovarian carcinoma were able to implant
and to grow in the ovaries. The higher incidence of ovarian implantation of the ovarian
tumor when intraperitoneally transplanted has been considered, and the conclusion reached
that this ability resulted from his greater malignancy and the greater detachment of free-
living cells capable of passings through the opening of the periovarial sac. It was also
evident that the tumor cells found an especially favorable soil for their growth in the ova-
rian tissues, mainly the corpora lutea.
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