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Introduccion

Las neoplasias colo-rectales constituyen uno de los procesos tumorales mas
frecuentes en el mundo occidental. Representan la tercera causa de patologia
neoplasica tras los procesos tumorales de pulmén y mama, y son responsables de
aproximadamente el 10% de todas las muertes por cancer que ocurren en
Norteamérica y Europa’. Casi la mitad de los pacientes aquejados de neoplasia colo-
rectal desarrollaran metastasis hepaticas en el curso de su enfermedad, y en un 15-
25% de los afectados estan ya presentes en el momento del diagnéstico®>. Estas
cifras avalan por si solas el interés de cualquier trabajo de investigacion centrado en el

tratamiento de las metastasis hepaticas.

A lo largo de este apartado de Introduccion abordaremos el estado actual del
tratamiento local de las metastasis hepaticas, los modelos experimentales utilizados
en el desarrollo de nuevas terapias, el papel que las técnicas de diagnéstico por
imagen pueden jugar en dichos tratamientos, asi como la aplicacion del fendmeno

fisico conocido como histéresis a este campo de la terapia antineoplasica.
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El tratamiento local de las metastasis hepaticas en el

cancer colo-rectal

El tratamiento de eleccion en la patologia metastasica hepatica es el quirurgico, que
muestra la mejor supervivencia a largo plazo, con tasas a los cinco afios en torno al
24-38%* y que en series con pacientes muy seleccionados llega a alcanzar el 58%°.
Sin embargo, debido a la propia localizacion de los implantes tumorales o a las
condiciones clinicas de los pacientes, so6lo un 8-27% de los afectados por metastasis

hepaticas seran candidatos a cirugia®.

Para aquellos pacientes no subsidiarios de la terapia quirdrgica, existen en la
actualidad varias alternativas locales de escasa toxicidad sistémica, con las que se
pretenden conseguir supervivencias similares a las obtenidas con cirugia. La terapia
local no quirdrgica se basa en dos tipos de procedimientos que pueden ademas ser
combinados, las técnicas de puncion trans-parietal percutanea y los procedimientos

terapéuticos trans-arteriales.
e Técnicas trans-parietales percutaneas

Las técnicas de puncion trans-parietal percutanea son un grupo de procedimientos en
los que se trata de provocar una necrosis tisular directa mediada por la insercién de
agujas que, atravesando la pared abdominal, se ubiquen en el seno de las metastasis.
Se llevan a cabo de forma similar, y son guiados habitualmente por técnicas de
imagen, tales como la ecografia o la tomografia computada. En estas técnicas, la
necrosis tumoral puede conseguirse por métodos quimicos o térmicos. Los primeros
se basan en la instilacion de sustancias con efecto citotoxico directo en los nichos
tumorales. Entre los agentes mas usados en este tipo de procedimientos destaca el

etanol. En los segundos, la necrosis tisular se consigue mediante una variacion
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térmica controlada y, de estos procedimientos, la termoablacion mediada por una
aguja-antena inductora de radiofrecuencia cuenta con la aplicacion clinica mas amplia

y contrastada.

El tratamiento local de la patologia metastatica con etanol ha sido extensamente
utilizado’, y mantiene una cierta vigencia. En esta técnica se usa alcohol etilico al 95%
que se inyecta mediante una o varias agujas de 20-22 gauge (G), previamente
ubicadas en la lesion tumoral. Tras su inyeccion intra-tumoral, el etanol difunde por el
intersticio y produce una necrosis coagulativa por la combinacion de deshidratacion del
citoplasma celular, desnaturalizacion de las proteinas y trombosis de pequefios
vasos®. Los noédulos tumorales menores de 3cm son los mas adecuados para este
tratamiento’ y las Unicas contraindicaciones absolutas al uso percutaneo del etanol

son la coagulopatia y la ascitis no controlables, y las metastasis extra-hepaticas®'°.

Por otro lado, en los procedimientos percutaneos de termoablacion por
radiofrecuencia, se provoca una necrosis coagulativa mediada por calor. Ya en los
afos setenta se realizaron experimentos clinicos que tenian en cuenta la mayor
sensibilidad a la temperatura de las células tumorales que las células de los tejidos
normales, en el rango de 41-44°C, rango de hipertermia ligera''. Sin embargo, la
necrosis tisular o termoablacién se consigue con calentamientos superiores a los
46°C™. En la termoablacién por radiofrecuencia se insertan agujas o sondas de 18-
21G que en su extremo distal cuentan con electrodos capaces de provocar necrosis
tisulares en volumenes tumorales de hasta 4cm de diametro. En general, la
radiofrecuencia es un procedimiento indicado en pacientes no quirargicos, con hasta
tres lesiones metastaticas de menos de 4cm de tamafio'>. Como contraindicaciones
absolutas a este procedimiento se consideran la coagulopatia y la ascitis no

reversibles, la cirugia previa con anastomosis bilio-digestiva, la invasion tumoral portal
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y la enfermedad crénica hepética en estadio C de Child. Tampoco puede practicarse

este tratamiento en pacientes portadores de marcapasos'®.
e Procedimientos terapéuticos trans-arteriales

La segunda alternativa de tratamiento local la constituyen los procedimientos trans-
arteriales. Se basan en la administraciéon de diferentes combinados terapéuticos a
través de un catéter de ubicacion endo-vascular selectiva, con objeto de alcanzar las
neoplasias a través de su lecho arterial. Estas técnicas se sustentan en el hecho de
que el higado sano es vascularizado fundamentalmente por via venosa, mientras que
metastasis y micrometastasis reciben irrigacién de arteria hepatica'®. En éste ambito,
se encuadran los procedimientos de administracion trans-arterial de microparticulas
embolizantes, bien solas, o bien mas frecuentemente asociadas a agentes
quimioterapicos, procedimiento denominado quimioembolizacién trans-arterial’®. En
estos procedimientos, la isquemia tisular inducida por las microparticulas embolizantes
y el incremento de la permeabilidad vascular secundario a la hipoxia que favorece el
paso de los farmacos al intersticio, presentan un efecto sinérgico'®'®. De hecho, se ha
demostrado que las concentraciones intra-tumorales de quimioterapico obtenidas son
entre 10 y 25 veces superiores a las conseguidas mediante una simple infusion intra-

arterial del farmaco'®%°.

A esta combinacién de microparticulas embolizantes y agentes quimioterapicos, suele
ademas afadirse lipiodol® (laboratorio Guerbet, Francia), contraste yodado de base
grasa por el que el tejido tumoral muestra gran avidez?'. La adicién del lipiodol® aporta
una serie de ventajas: permite visualizar el lecho tumoral mientras el procedimiento se
realiza bajo radioscopia, actia como vehiculizante de los agentes quimioterapicos®, y

muestra capacidad embolizante tanto a nivel arterial como venoso?.
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e Limitaciones de la terapia local

A pesar de todo lo detallado, la terapia anti-tumoral local muestra una eficacia relativa.
Asi, la terapia con etanol en el paciente aquejado de metastasis hepaticas, parece
solo exitosa en lesiones pequefas, puesto que la difusion del alcohol en lesiones de

tamafio superior a los 3cm se torna dificultosa’®?*.

Por otro lado, mediante termoablacién con radiofrecuencia se consiguen tasas de
supervivencia a los cinco afios del 30%*° que sélo alcanzan el 40% cuando se aplican
criterios de indicacibn muy estrictos®®. Ademas, los individuos sometidos a
radiofrecuencia presentan un mayor riesgo de recidiva local que los operados, evento
que quizas venga motivado por un incremento en la produccion de citoquinas de

regeneracion hepatica que favorezcan reactivaciones tumorales microscépicas?’.

Finalmente, en lo referente a la terapia trans-arterial, la quimioembolizacién es un
procedimiento que presenta complicaciones en hasta un 4,4% de pacientes®, y que
demuestra una respuesta terapéutica y unas tasas de supervivencia muy variadas,
segun los criterios de seleccién de individuos y de las diferentes combinaciones de

quimioterapicos empleadas®.

Resulta por tanto evidente la necesidad de continuar desarrollando nuevos
procedimientos terapéuticos, tanto a nivel clinico como experimental. En este sentido,
se estd investigando sobre la utilidad de agentes antiangiogénicos, solos o
combinados con quimioterapia clasica®, y también en procedimientos de termoterapia

inducida por laser’' o por nanoparticulas magnéticas® .
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Modelos experimentales de metastasis

La aparicion, desarrollo y progresion de todos los procesos metastaticos implican una
sucesiéon de eventos comunes: expansion local de la neoplasia primaria, intravasacion
de células al torrente circulatorio, circulacion por el arbol vascular, y finalmente,

extravasacion a distancia®.

En los primeros momentos del desarrollo de un proceso neoplasico, la nutricion de las
células tumorales se basa en fendbmenos de difusién. Sin embargo, la expansion local
hacia los tejidos vecinos resulta posible cuando se desencadenan los fenédmenos de
angiogénesis tumoral, que posibilitan la llegada de oxigeno y nutrientes a mayores

volumenes de células tumorales.

Desde los primeros momentos, las neoplasias pueden liberar células al torrente
circulatorio. Estas células tumorales circulantes, en caso de sobrevivir a los efectos
mecanicos del flujo vascular y a los ataques del sistema inmune, llegan a territorios en

donde asentar y crecer, dando lugar a las metastasis.

La extravasacion de las células tumorales puede producirse por varios mecanismos.
Se han descrito situaciones en las que las células neoplasicas atraviesan el endotelio
mediante invaginaciones, que pueden acabar produciendo auténticos canales®®. En
otras ocasiones, trombos tumorales constituidos por células neoplasicas, plaquetas y
fibrina, son capaces de desencadenar fenémenos inflamatorios y reactivos que
incrementan la permeabilidad capilar, provocando la retraccion y el despegamiento del

3373 Finalmente, como causa de extravasacion se han considerado

endotelio
también situaciones en las que se produce una multiplicacién tumoral intra-vascular
que acaba provocando el estallido del arbol circulatorio y el paso de células

neoplasicas al espacio extravascular.
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Por cualquiera de los mecanismos descritos, las células extravasadas se acantonan
en los tejidos, se adaptan al nuevo ambiente, se multiplican, generan un estroma y, en

definitiva, se establecen como metastasis.

Gran parte de los conocimientos sobre el proceso metastatico procede del estudio de
modelos experimentales. Sin embargo, sus resultados han de ser analizados con
cuidado, ya que realmente estos modelos se desarrollan en situaciones artificiales. En
general, se pueden considerar dos tipos de modelos, los realizados in vitro y los

sistemas metastaticos experimentales.

1. Modelos experimentales metastaticos “in vitro”

Los modelos in vitro presentan acusadas limitaciones a la hora de interpretar los

resultados, sin embargo son de gran utilidad en los siguientes aspectos:
e Fenotipado tumoral*’.

e Modulacion de la angiogénesis, crecimiento vascular e interrelacion celular
tumoral y neocapilar®.

e Desprendimiento de células tumorales y estudios de interaccién celular intra-

|43-47

tumora

« Invasién de cultivos histoldgicos por células tumorales*®*°.

e Crecimiento y cinética celular con marcaje radiactivo.

« Tests de adhesion a sustratos celulares y/o matriciales®'¢.

e Tests de resistencia a acciones citoliticas de células inmunitarias®.

e Tests de sensibilidad a los tratamientos anti-tumorales quimioterapicos,

hormonoterapicos, radioterapicos, o de otros tipos®'°.
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2. Sistemas metastaticos experimentales

Por otro lado, los estudios con animales reproducen situaciones mas semejantes al
proceso neoplasico humano. Los modelos animales mas usados pueden enmarcarse

en los siguientes apartados:

e Modelo natural. Es el mas similar al humano. Consiste en provocar el desarrollo
de un tumor primario, mediante administracion de carcinégenos o por
inoculacion directa, que posteriormente se diseminara e inducira metastasis a
distancia. Sin embargo, soélo sirve en determinados tipos de neoplasias y
ademas su rendimiento es muy bajo, requiere gran cantidad de animales y los

tiempos y plazos de experimentacion son muy largos.

e Modelo artificial. Induccidbn de metastasis sin neoplasia primaria. Se
fundamenta en la inyeccién en el torrente circulatorio de gran cantidad de
células tumorales anaplasicas, de crecimiento rapido, para analizar las ultimas
fases del proceso de metastasis. Estos sistemas permiten evaluar diferencias
de comportamiento bioldgico entre distintas lineas tumorales, respuestas a
diversos tratamientos y la influencia de las modificaciones del huésped en el

rendimiento metastatico®.

En nuestra experiencia el crecimiento de metastasis artificiales es un proceso
reproducible, con un comportamiento bastante homogéneo para cada tipo de
neoplasia y modelo de inoculacién. Las vias mas utilizadas son la intravenosa
y para el estudio de las metastasis hepaticas, la intra-esplénica®’. Otro modelo
experimental empleado en la investigacion de las metastasis se basa en el
estudio de animales atimicos en los que se inoculan neoplasias heterogénicas

humanas®.

10
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En los sistemas metastaticos experimentales, debe controlarse ademas el rendimiento
metastatico, es decir, la capacidad de que se desarrollen metastasis en los modelos
aplicados. Estas determinaciones pueden realizarse mediante diferentes

procedimientos:

e Peso de la viscera colonizada. Es un indicador inexacto, puesto que no toma
en consideracion otros factores que con frecuencia alteran el peso ademas de

la masa tumoral, tales como el edema o la infiltracién por células inmunitarias®®.

e Incidencia de metastasis. Valora la apariciéon o no de metastasis en cada
animal. No permite evaluar distintas fases del proceso de metastasis y no sirve

cuando el rendimiento es préximo al 100% °°.

e Nimero de metastasis superficiales. En ciertos 6rganos, como el pulmén, la
presencia de tumor en la superficie es un fiel indicador del estado del 6rgano ©'.
Sin embargo, el uso de este sistema resulta mas controvertido en el higado,
pues en este organo la invasion tumoral se distribuye irregularmente por los

I6bulos y es a menudo de ubicacién profunda intra-parenquimatosa®’ 2.

e Supervivencia. Valora el efecto final del proceso de metastasis. Es un
parametro aceptado para estudios de tratamientos. Sin embargo, no permite
analizar los distintos pasos del desarrollo neoplasico, ni la causa del

fallecimiento®.

e Estimacion histolégica del tamafio y numero de metéstasis. Es el
procedimiento mas trabajoso, pero el mas completo. Permite evaluar la
cantidad global de tejido metastético, el tamafio y nimero de los implantes y la

distribucion por el parénquima del érgano colonizado®.

11
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Caracterizacion por imagen del modelo experimental

En oncologia experimental, el desarrollo del propio modelo de la patologia neoplasica
a estudio, requiere de un seguimiento y control estrecho de la progresion tumoral, lo
que habitualmente supone la realizacién de sacrificios selectivos de animales de
diferentes series y en diferentes intervalos de tiempo. La posibilidad de aplicar
métodos de diagndstico por imagen capaces de detectar y monitorizar la progresion
de un proceso neoplasico de forma "no invasiva", supondria una alternativa a esta
practica. Ello permitiria ademas la realizacién de estudios experimentales de tipo
longitudinal, con controles sucesivos en el "mismo animal", lo que incrementaria
notablemente el valor de estos estudios a la hora de realizar una valoracidon
estadistica y comparativa de sus resultados. En el presente trabajo se estudiara la
utilidad y aplicabilidad de equipos de Ecografia, Tomografia Computarizada Multi
Corte y Resonancia Magnética de uso clinico, en las diferentes fases del desarrollo

del modelo experimental.

Previamente a la descripcion de las técnicas de imagen que se aplicaran en el
desarrollo y caracterizacion del modelo, resultard de interés el conocimiento de la

anatomia macroscopica del higado de la rata.

1. Anatomia hepatica en la rata

El higado de la rata adulta es una viscera solida y segmentada, situada en hemi-
abdomen superior, protegida por la parrilla costal y de un peso medio aproximado de
7g. Anatdbmicamente se han definido varios lobulos hepaticos: medial derecho e

izquierdo, lateral derecho, lateral izquierdo, y caudado. Su identificacion e

12
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individualizacion es posible dado que se trata de estructuras con una amplia

independencia anatémica (figura 1).

Figura 1. Anatomia hepatica.

A. En visién ventral, anterior. B. En vision dorsal,
posterior. C. En visioén caudal, inferior.

LLD: I6bulo lateral derecho; LLI: [l6bulo lateral
izquierdo; LMD: I6bulo medial derecho; LMI: I6bulo
medial izquierdo; PC: proceso caudado;, PPr:
proceso papilar, pars retroventricular; PPp: proceso
papilar, pars preventricular. Flecha blanca:
localizacion del hilio hepatico.

El I6bulo medial presenta una escotadura central que lo divide en dos porciones,
derecha e izquierda. Este I6bulo se localiza mas ventral, y tapa a los dos l6bulos
laterales. Los Iébulos laterales muestran un tamano variable, aunque en general el
I6bulo lateral izquierdo es de tamafio sensiblemente superior. En localizacion mas
dorsal se encuentra el I6bulo caudado. Esta estructura se divide en dos segmentos, el
proceso caudado y el proceso papilar. El proceso caudado muestra una caracteristica
morfologia en lengleta y se ubica bajo el I6bulo lateral derecho. En su superficie mas
caudal presenta una depresion en la que se adaptan la glandula adrenal y el rindn

derechos. El proceso papilar se localiza en linea media y vertiente izquierda. Lo

13
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conforman dos pequefias aletas de parénquima hepatico, la pars preventricular mas
lateral, y la pars retroventricular en posicion mas medial®. La parcial localizacién
retro-gastrica de esta porcion del higado, dificulta su valoracion con técnica de imagen

ecografica.

El hilio hepatico se encuentra tapado por los lobulos laterales y se ubica entre el
proceso caudado y la pars retroventricular del proceso papilar. Lo constituyen la
arteria hepatica, la vena Porta y la via biliar extra-hepatica. En localizacién mas
profunda al hilio se identifica la vena Cava inferior. Es de resaltar que la rata carece

de vesicula biliar (figura 2).

Figura 2. Anatomia hepatica loco-regional.
Visién in vivo tras laparotomia media. Estémago y bazo desplazados hacia la derecha.

1. Arteria hepética. 2: Vena Porta. 3: Arteria gastrica izquierda. 4: Tronco Celiaco. 5: Arteria gastro-
duodenal. 6: Rifién izquierdo. 7: Bazo. 8: Arteria esplénica. 9: Tejido pancreatico. 10: Vena renal
izquierda. 11: Pars retroventricular. 12: Vena Cava inferior.

14
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2. Técnicas de diagnéstico por imagen

2.1. Ecografia

La ecografia (US) es una técnica de diagnostico que se basa en el uso de ondas
mecanicas en el espectro de los ultrasonidos para la obtencion de imagenes. En la
actualidad, las ondas cuyas frecuencias se encuentran en el rango 2-20 Mhz son las
de utilidad clinica diagnéstica. Estas ondas soénicas son emitidas por sondas o
transductores ecograficos, los cuales a su vez recogen el eco o sonido reflejado
procedente de los tejidos sobre los que se han aplicado. Este eco se transforma en
sefales eléctricas y éstas posteriormente en imagenes. Las ondas soénicas de
frecuencias mas altas presentan una menor capacidad de penetracion en los tejidos,
pero proporcionan imagenes de alta resolucidon espacial. Son de utilidad para el
estudio detallado de tejidos o estructuras anatémicas que se encuentren ubicados a
unos pocos centimetros del transductor. Por otro lado, las sondas que emiten ondas
con frecuencias mas bajas son adecuadas para el estudio de 6rganos localizados mas

profundamente.

La obtencién de imagenes en US se basa en el fendmeno de impedancia acustica o
capacidad de los tejidos de reflejar el sonido, y depende de la velocidad de la onda
sbénica y de la densidad del medio que alcanza. Dado que los diferentes tejidos
presentan una impedancia acustica caracteristica, produciran ecos distintos, y seran
estas diferencias las que permitiran conseguir las imagenes ecograficas®. Sin
embargo, este fendmeno presenta un problema cuando se produce una interfase
entre medios con gran diferencia de impedancia, puesto que en esta circunstancia
todo el haz sonico es reflejado. Esta situacion aparece invariablemente al aplicar la
sonda ecografica sobre la superficie del area a explorar, dado que la minima lamina

de aire [impedancia del aire: 0,0001 (gr/cm? seg) 10°] que queda entre la sonda y los

15



José Javier Echevarria Uraga

tejidos corporales de base acuosa [impedancia del agua: 1,5 (gr/cm? seg) 107], impide
absolutamente la transmision del sonido®. Para solventar el problema debe eliminarse
esta interfase, lo que se consigue mediante la aplicacion de un gel acuoso sobre la

region a examen.

2.1.1. Técnicas ecograficas basicas

Las técnicas ecograficas basicas, con posible aplicacion practica en el diagnéstico de
patologia neoplasica hepatica de ambito experimental y cuya utilidad sera evaluada,

son el Modo B en tiempo real y la ecografia Doppler (US-Déppler).

La US Modo B en tiempo real es una modalidad que permite obtener imagenes
anatémicas bidimensionales y en movimiento, en funcion de cémo el operador
manipule y dirija el transductor. El diagnéstico ecografico convencional se basa en
esta técnica, puesto que la aplicacion de diferentes criterios semioldgicos hace posible

distinguir en mayor o menor medida, la imagen anatémica normal de la patoldgica.

Por otro lado, la US-Déppler hace referencia a un conjunto de técnicas con un uso
basicamente restringido al estudio vascular, que permiten valorar diferentes
parametros hemodinamicos en base al denominado efecto Déppler, o cambio de la
frecuencia de recepcion del sonido debido al movimiento de la fuente emisora. En
este escenario, el cambio de la frecuencia viene determinado por el movimiento de la
sangre dentro del vaso que se estudia, de tal forma que el transductor que emite un
sonido, posteriormente lo recoge modificado por el flujo sanguineo®. En US-Déppler
se han desarrollado varias modalidades de imagen, tales como el Analisis Espectral,

el Déppler Color y el Doppler Triplex.

En el andlisis espectral, las variaciones en los flujos vasculares son convertidas en
una grafica continua de ondas. Los glébulos rojos que circulan en los vasos con

diferentes velocidades y direcciones producen multiples sefiales de cambio de

16



Introduccion

frecuencia. Estas sefales audibles, son transformadas mediante el algoritmo de
transformacion de Fourier en una grafica o espectro de onda, en el que se observan
los tres componentes de la sefial: tiempo, frecuencia y amplitud®®. Cuando se valoran
las arterias, las ondas obtenidas presentan bruscos cambios en su morfologia
motivados por los impulsos cardiacos sistolico y diastdlico. Las venas, sin embargo,
muestran un espectro de aspecto ondulante. De las graficas asi obtenidas, es posible
determinar en centimetros por segundo (cm/s), las velocidades maxima (Vmax) y
minima (Vmin) de la sangre en el arbol vascular, de tal forma que se pueden

establecer valores y rangos de normalidad o patologia®.

En la US-Déppler Color, a la sefal Déppler

PS 555 emis
ED 254 cmis

procedente de un vaso se le asigna un color,
azul o rojo, en funcion del sentido del flujo
sanguineo, de tal forma que cuando la
sangre se aleja del transductor aparece con

tonalidad azul y cuando se aproxima de color

rojo. Estas imagenes de color se combinan _ o .
Figura 3. Ecografia Triplex Déppler.

con una imagen ecografica bidimensional en Onda espectral de arteria hepética.

tiempo real, lo que permite valorar conjuntamente la integridad anatomica de los

vasos Y las caracteristicas de los flujos vasculares.

Finalmente, la US-Doppler Triplex posibilita la exposicién simultanea y en tiempo real
del analisis espectral y de la imagen Déppler Color procedentes del vaso, mientras
éste es explorado (figura 3).

2.1.2. Utilidad de la Ecografia Bidimensional en la patologia tumoral hepética

El parénquima hepatico normal es ligeramente ecogénico y presenta una

ecoestructura fina y homogénea. Se han descrito una serie de signos ecograficos
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cuya identificacion se relaciona con la presencia de patologia tumoral hepéatica, y que

se han agrupado en signos hepaticos directos e indirectos y signos extra-hepaticos®’.

Los signos hepaticos directos hacen referencia a las caracteristicas de las lesiones
tumorales ubicadas en el seno del tejido hepatico. En general, los nédulos tumorales
son bien visualizados con US bidimensional, ya que presentan diferencias de
impedancia acUstica con respecto al tejido hepatico circundante®®. Las lesiones
tumorales muestran un aspecto de imagen desde muy ecogénico a hipoecoico, que
resalta sobre el patron ecografico de fondo. Ademas pueden aparecer como nédulos
unicos o multiples, con bordes mas o menos bien definidos, y con aspecto uniforme,
heterogéneo o en diana. En general, el aspecto ecografico es inespecifico de la

69,70

estirpe celular tumoral, aunque las lesiones muy vascularizadas y las metastasis

del tubo digestivo’'"

suelen ser hiperecoicas. Por otro lado, la aparicién de focos hipo
0 anecoicos en el seno de las masas tumorales, suele implicar la presencia de areas

de necrosis intra-tumoral®”"*

Los signos hepaticos indirectos hacen referencia a alteraciones en la morfologia del
higado e incluyen la hepatomegalia tumoral y las alteraciones en el contorno. En las
hepatomegalias tumorales, los bordes hepaticos que en condiciones normales son
angulados, adoptan un aspecto convexo o incluso policiclico. Por otro lado, los
tumores que asientan en la superficie de la superficie hepatica, provocan elevaciones
convexas en la misma que contrastan con la lisa y homogénea superficie hepatica

normal.

Finalmente, los signos extra-hepaticos hacen relacidon a la deteccion de masas
adyacentes al higado que traducen implantes tumorales peritoneales o adenopatias

metastasicas.
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Cuando se detecta una masa hepatica, el diagnéstico diferencial que se plantea de
inicio debe establecerse con las lesiones de tipo inflamatorio o infeccioso. Los
abscesos presentan en US un aspecto variado’. Las paredes pueden aparecer bien
definidas o irregulares y engrosadas, y el contenido puede mostrarse desde anecoico
a hiperecoico. Las lesiones muy necréticas apareceran hipoecoicas, pero si el
contenido es espeso se mostraran hiperecoicas. Incluso pueden exhibir un aspecto
mixto, con niveles e interfases liquido-liquido. Finalmente, cuando dentro de una
lesién inflamatoria aparecen focos muy ecogénicos con sombra acustica posterior,

puede sospecharse de la presencia de burbujas gaseosas en su seno.

En el presente trabajo trataran de definirse las caracteristicas morfolégicas
ecograficas de metastasis hepaticas de adenocarcinoma de colon en higado murino, y

se estudiara la utilidad de esta técnica diagnéstica en la deteccidn de las mismas.

2.1.3. Utilidad de la Ecografia Doppler en la patologia hepética

La cuantificacidon de los valores de las diferentes velocidades del flujo sanguineo ha
permitido definir indices que relacionan estos datos, y a partir de los cuales es posible
calcular la impedancia distal de los lechos vasculares. En general, los indices mas
comunmente usados en la valoracion de flujos arteriales, y que relacionan las
velocidades maxima y minima, son: el indice de Resistencia (IR), el indice de

Pulsatilidad (IP) y la Relacién S/D®.

IR=Vmax — Vmin / Vmax

IP=Vmax —Vmin /V media

Relacién S/D=Vmax / Vmin

Estos parametros son de uso comun, aplicables a cualquier territorio anatémico, y

habitualmente determinados automaticamente por el propio sistema légico del
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ecégrafo cuando se practica un estudio espectral. Sin embargo, también se han
descrito indices para valoracion selectiva de los flujos hepaticos, y que hacen
referencia tanto a los componentes arteriales como a los venosos portales. Dentro de
este apartado caben destacar: el indice de Congestién Portal (ICP), el indice Déppler

de Perfusion (IDP) y la Razon Arterio-Portal (razon A/P).

ICP= area portal / velocidad portal
IDP=flujo arteria hepatica / flujo hepético total

Razén A/P=Vmax arteria hepatica/ Vmax Porta

El interés de estos indices radica en que sus valores tienden a elevarse en
situaciones en las que existe una disminucién del flujo portal, motivado por un
incremento en las resistencias a nivel intra-hepatico. Este evento aparece en la

75-77

patologia hepatica crénica difusa™"’, y se ha llegado incluso a observar una relacién

directa entre la elevacion de la razén A/P y el grado de fibrosis hepatica’®.

En base a estas consideraciones resulta razonable sospechar que en situaciones de
enfermedad hepatica difusa neoplasica, pueda producirse también una alteracion
detectable en los flujos vasculares. En el presente trabajo se intentaran descubrir y
cuantificar los hipotéticos cambios experimentados por los flujos vasculares,
atribuibles al desarrollo de patologia tumoral difusa. Por otro lado, debido a que uno
de los objetivos sera ademas la localizacion selectiva de fluidos magnéticos en los
lechos tumorales por via vascular, en funciéon de estos estudios hemodinamicos
resultara de interés determinar los intervalos de tiempo mas favorable para la practica
de las infusiones. Dado que las metastasis hepaticas reciben flujo exclusivamente
arterial™ ", los indices que a priori pueden tener mas valor son aquellos en los que se

evaluen las velocidades arteriales y en los que se relacionen éstas con las
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velocidades portales. En funcion de todo ello, y de las limitaciones del propio modelo
derivado del tamano de las estructuras vasculares a evaluar, los parametros

hemodinamicos seleccionados han sido: pVmax, aVmax, IR y razén A/P.

2.2. Resonancia Magnética

La Resonancia Magnética (RM) es una técnica en la que se generan imagenes a
partir de la sefal procedente de los nucleos de hidrogeno, presentes en los diferentes
tejidos de un organismo, el cual se encuentra sometido a un campo magnético
potente y sobre el que se aplican diferentes pulsos de radiofrecuencia. El nucleo de
hidrogeno esta formado por un Unico protén, y es ademas el elemento mas abundante
en los organismos vivos, ya que forma parte de las moléculas de agua. Todo ello
implica que en los estudios de RM se obtienen imagenes o mapas de la densidad de

protones y por tanto, de la distribucién del agua en el organismo.

2.2.1. Fundamentos de la obtencién de laimagen en RM

En condiciones normales, los protones de un organismo se encuentran orientados en
cualquier posicion del espacio, girando constantemente sobre si mismos. Este
movimiento de giro se llama espin y puesto que el protdn tiene carga eléctrica
positiva, crea un pequefio campo magnético a su alrededor con un vector o momento

magnético asociado.

Cuando un organismo es sometido a un campo magnético externo potente, los
protones homogeneizan su orientacién, de tal forma que todos los momentos
magnéticos se alinean con las lineas de fuerza del campo magnético externo. El
primer paso en el proceso de obtencion de imagenes por RM, se basa en la

ordenacion de los diferentes vectores magnéticos de los nucleos de hidrégeno del
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organismo a estudio, sometiendo al mismo a un potente campo magnético. En este

ambito, el campo magnético es producido por el iman del escaner de RM.

Posteriormente, mediante diferentes tipos de antenas emisoras de radiofrecuencia, se
aplican sobre el organismo series 0 secuencias de pulsos intermitentes de ondas.
Estas ondas de radiofrecuencia transmiten energia a los protones, provocando una
alteracion en sus momentos magnéticos. Los protones asi excitados, pierden la
orientacion paralela al campo externo y adquieren un cierto angulo de inclinacion

respecto al mismo.

Cuando cesa el pulso de radiofrecuencia, los protones tienden a volver al equilibrio
electromagnético y a reorientarse con el campo externo. En este proceso de
reorientacion ceden la energia que les habia sido suministrada, mediante dos

mecanismos de relajacién nuclear’®:

¢ Relajacion longitudinal T1: relacionada con la mayor o menor dificultad de cesion

energética al medio.

¢ Relajacion transversal T2: relacionada con las interacciones que se producen

entre los espines que retornan al equilibrio.

Cada vez que se emite un pulso de radiofrecuencia se desarrollan los efectos
descritos, y para obtener las imagenes de RM se requiere encadenar series de

diferentes tipos de pulsos que constituyen las distintas secuencias de RM.

La alternancia en la emision de los pulsos de radiofrecuencia y los efectos inducidos a
nivel nuclear, desencadenan variaciones en el propio campo magnético del organismo
estudiado. Estas alteraciones presentaran ademas diferentes caracteristicas en
funcién de la composicién del tejido de procedencia. Dado que un campo magnético
variable es capaz de producir una corriente eléctrica, ésta puede inducirse en una

antena receptora localizada junto al organismo explorado. Estas sefiales eléctricas
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generadas en las antenas receptoras, posteriormente digitalizadas y tratadas

mediante transformaciones de Fourier, se convertiran en las imagenes de RM.

2.2.2. Imanes y campo magnético

El iman es uno de los elementos fundamentales de un equipo de RM, y debe ser

capaz de generar un campo magnético muy potente, estable y homogéneo.

Las unidades en las que se mide el campo magnético son el Tesla (T) y el Gauss (G).
El Tesla es la unidad de medida del sistema internacional y equivale a 10.000 Gauss.
Los equipos de RM de uso clinico habitual cuentan con imanes que generan campos
magnéticos de 0,5 a 3T, y las maquinas disefadas especificamente para pequefos
animales de experimentacion alcanzan valores de 7T y hasta de 12T. Para hacerse
una idea de la magnitud de estos campos magnéticos, debe considerarse que la del

campo magnético terrestre es de 0,5G.

En la actualidad, estos potentes campos magnéticos son producidos por
electroimanes superconductores. En estos imanes, el campo magnético es inducido
por una corriente eléctrica que atraviesa bobinas compactas fabricadas con hilos
conductores de aleaciones especiales, tales como las obtenidas a base de niobio y
titanio. Estos materiales, enfriados a temperaturas proximas al cero absoluto, no
ofrecen resistencia al paso de la corriente eléctrica y posibilitan la produccién de

campos magnéticos intensos®.

2.2.3. Bobinas de radiofrecuencia

Otro de los elementos necesarios para generar las imagenes de RM es el relacionado
con la produccién de ondas de radiofrecuencia, y con la recepcion de la sefial
procedente de los tejidos sobre los que aquellas han sido aplicadas. El sistema de

bobinas de radiofrecuencia realiza esta tarea, y para el procedimiento de emision y
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recepcion de las ondas, cuenta con antenas integradas en el propio equipo de RM y

con antenas externas al iman®.

Las ondas de radiofrecuencia se encuentran dentro del espectro de las ondas
electromagnéticas. A diferencia de las ondas mecanicas que necesitan de un medio
material para propagarse, las electromagnéticas son capaces de propagarse en el
vacio. Las ondas de radiofrecuencia de utilidad en RM poseen frecuencias del orden
de unas decenas de MHZz®'. Para el procesado de estas ondas, la mayoria de los
aparatos cuentan con una antena integrada en el iman, y que puede actuar como
antena transmisora y receptora. Ademas de ella, el sistema de radiofrecuencia cuenta
con una serie de antenas externas movibles, que pueden conectarse y desconectarse.
Estas antenas son utiles para el estudio de areas concretas del organismo, y se sitlan
en contacto o alrededor de las mismas, lo que permite obtener imagenes de gran

calidad de la zona explorada®.

2.2.4. Bobinas de gradientes

El tercer elemento fundamental para la obtencién de las imagenes de RM lo
constituyen las bobinas de gradientes. Se ftrata de tres pares de bobinas
electromagnéticas, situadas en el interior del escaner de RM, y que producen campos
magnéticos multidireccionales, de corta duracion y escasa potencia. Los gradientes
tienen como cometido codificar espacialmente la sefal de RM, lo que supone asignar

una localizacién espacial correcta a los nucleos de hidrégeno que emiten la sefial’®.

2.2.5. Secuencias de RM

El término “secuencia de adquisicidon” hace referencia a la combinacion de pulsos de
radiofrecuencia y gradientes de campo magnético que se aplican de forma ordenada y
secuencial sobre un organismo, y que son capaces de proporcionar informacion

relevante del mismo. De forma practicamente constante se estan desarrollando
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nuevas secuencias de RM, sin embargo las mas basicas y convencionales, descritas

a continuacion, mantienen su vigencia.

Secuencia Eco de Espin o Spin-Echo (SE)

Las secuencias SE son las mas elementales. El ciclo de pulsos de radiofrecuencia
comienza con un pulso que produce una inclinacion en los vectores de magnetizacion
de los atomos de hidrégeno de 90°. Posteriormente se aplican uno o dos pulsos de
180° para obtener uno o dos ecos o sefiales’. Esta combinacién de pulsos se repite
durante un periodo de tiempo lo suficientemente prolongado, que permita obtener la

cantidad de sefial adecuada para generar unas imagenes optimas.

El tiempo que transcurre entre el pulso de 90° y la obtencién de la sefial se denomina
tiempo de eco (TE), y entre dos pulsos sucesivos de 90°, tiempo de repeticion (TR).
Ambos parametros se miden en milisegundos (ms), y sirven ademas para describir las
diferentes secuencias. EI TE controla la ponderacién de la imagen debida a la
relajacion T2, mientras que el TR hace referencia a la relajacion T1. Mediante
variaciones de los parametros TR y TE, se pueden obtener secuencias SE
potenciadas en T1, en T2 o en una combinacion de ambos o densidad de protones

(DP)™ (tabla1).

Tabla 1. Valores de TR y TE en las diferentes secuencias SE potenciadas en T1, T2 y DP.

Secuencias SE TR (ms) TE (ms)
T1 400-800 10-40
T2 1.500-3.000 80-120
DP 1.500-3.000 10-40
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En los distintos tipos de secuencias SE, se obtienen series de imagenes en las que
los tejidos exhiben diferentes caracteristicas de senal (figura 4). Asi por ejemplo, el
agua en secuencias potenciadas en T1 aparece con una sefal intermedia o baja (iso
o hipointensa), y en secuencias potenciadas en T2 se muestra brillante (hiperintensa).
Dado que los procesos patolégicos presentan normalmente una mayor cantidad de
agua libre, aparecen hiperintensas en T2. El interés de las secuencias SE radica,

sobre todo, en su capacidad para ofrecer imagenes anatomicas de gran calidad.

Figura 4. Caracteristicas de sefal de diferentes sustancias en secuencia SE T1.

A-D. Se muestran cuatro viales rellenos de un magnetofluido de base grasa, con cantidades
progresivamente mayores de nanoparticulas de hierro. La sefial es similar en las cuatro muestras.

E. Pieza de tejido hepatico sumergida en suero fisiolégico. El higado, rico en agua, y el suero fisiol6gico
se muestran hipointensos.

F. Vial hipointenso relleno de suero fisiolégico. G. Vial levemente hiperintenso relleno de grasa.

Secuencia de Inversion-Recuperacion (IR)

Es una modificacion de la secuencia SE, en la que el ciclo de pulsos comienza con un
pulso de inversion de 180°. En la secuencia IR, tras el pulso inicial, se espera un

tiempo denominado tiempo de inversion (TI), previo al inicio de la secuencia SE
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convencional. El Tl es un parametro seleccionado por el operador que puede oscilar

entre 100 y 3.000 ms, y que permite controlar el tipo de contraste de la imagen’®.

En esta secuencia se pueden aprovechar los diferentes tiempos de relajacién de los
componentes de un tejido, para anular la sefal procedente de una determinada
sustancia. Si se elige un Tl corto, es posible sustraer la sefal de las sustancias con T1
corto, tales como la grasa, y las secuencias asi obtenidas se denominan STIR (Short
Time Inversion Recovery) (figura 5). Una peculiaridad de las secuencias STIR es que
en ellas los efectos T1 y T2 se suman, y esta propiedad incrementa la sefial de los
tejidos patolégicos. Si a eso se anade el incremento relativo del contraste motivado
por la supresién de la grasa, se entiende facilmente la sensibilidad y aplicabilidad de
esta secuencia en la deteccion de la patologia, incluida la tumoral primaria o

metastatica.

Figura 5. Caracteristicas de sefal de diferentes sustancias en secuencia STIR.
A-D. Los cuatro viales rellenos del magnetofluido de base grasa se muestran hipointensos.

E. Pieza de tejido hepatico sumergida en suero fisiolégico. El higado aparece hipointenso y el suero
fisiolégico se muestra muy hiperintenso.

F. Vial hiperintenso relleno de suero fisiolégico. G. Vial hipointenso relleno de grasa.
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Secuencia de Eco por Gradiente (EG)

Las secuencias EG son una variante de las SE, en las que se consigue acortar los
tiempos de exploraciéon disminuyendo la duracion de los ciclos de pulso. En estas
secuencias, el pulso inicial de 90° de las secuencias SE es sustituido por un pulso que
produce una menor inclinacion del vector de magnetizacién, de entre 10 y 70°.
Ademas, el segundo pulso de 180° es sustituido por la activacion de uno de los

gradientes’®.

Todo ello permite la utilizacion de un TR mas breve de 10 a 150ms, y de un TE

también muy corto, de 4 a 10ms.

Las secuencias EG son muy sensibles también a la presencia de sustancias
paramagnéticas en los tejidos. La susceptibilidad magnética de una sustancia es una
medida de la tendencia a magnetizarse cuando se coloca en un campo magnético
externo®. Las sustancias paramagnéticas tales como los iones metalicos o las
sustancias que contienen hierro (productos de degradacion de la sangre, fragmentos
metalicos, protesis) poseen una alta susceptibilidad magnética, lo que da lugar a
variaciones locales del campo magnético que provocan pérdida de sefial en el area de
influencia de la sustancia paramagnética (figura 6). Si la alteracién de la sefal es
intensa, el efecto desarrollado se denomina artefacto de susceptibilidad magnética, y
provoca una acusada distorsién en la imagen. Sin embargo, estos efectos también
tienen una aplicacion clinica, y en este contexto se han desarrollado secuencias EG
para ser usadas en procedimientos de deteccion y cuantificacién no invasiva de la

sobrecarga férrica en el higado®*#.
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Figura 6. Caracteristicas de sefial de diferentes sustancias en secuencia EG.

A-D. Se observa una progresiva caida de la sefial en los viales con mayores concentraciones de hierro,
debido a un fenémeno de susceptibilidad magnética muy evidente en las secuencias EG.

E. Pieza de tejido hepatico sumergida en suero fisiolégico. El higado y el suero fisiolégico se muestran
hipointensos.

F. Vial levemente hipointenso relleno de suero fisiolégico. G. Vial hipointenso relleno de grasa.

2.2.6. Contribucion de la RM al diagnoéstico por imagenes y sus principales

[imitaciones

Como puede intuirse de lo dicho hasta aqui, la RM es una técnica de imagen que

ofrece interesantes ventajas respecto a otros procedimientos’®.
e Suministra una excelente resoluciéon de contraste.

Incluso sin la administracion de un material de contraste exdgeno al organismo,
puesto que aprovecha el contraste intrinseco de los materiales. Al igual que en
otras técnicas de imagen, el contraste puede ser regulado mediante el software de
procesado de las imagenes; pero ademas, la RM ofrece la posibilidad de obtener

imagenes de diferentes escalas de grises, aprovechando caracteristicas
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intrinsecas de los propios tejidos que pueden ser puestas de manifiesto mediante

diferentes tipos de secuencias de obtencién de imagen.

e Permite obtener imagenes en diferentes planos espaciales.

La adquisicion de las imagenes se realiza en cualquier plano espacial (axial,
sagital, oblicuo o combinacion de los mismos), independientemente de como se
disponga el organismo a explorar. Ademas, permite también la realizacion de

diferentes tipos de reconstrucciones tridimensionales.
e La sefial no resulta artefactada al atravesar el hueso.

Este extremo es importante puesto que en otras técnicas de imagen, tales como la
ecografia o la tomografia computada, la valoracién de estructuras contenidas por
hueso compacto, o situadas en sus proximidades, resulta imposible o0 muy

dificultada.

Pese a todo ello, la RM presenta también desventajas. Una de las mas importantes se
deriva de la sensibilidad de la técnica al movimiento. Los estudios de RM requieren de
un cierto tiempo de exploracién, mas o menos prolongado, durante el cual, el
organismo a estudio debe permanecer inmdvil. La falta de una adecuada inmovilidad
condiciona que se generen imagenes distorsionadas, no aptas para diagnéstico. Esta
limitacion se hace especialmente evidente al utilizar esta técnica en animales de
experimentacién. Por ello, una adecuada anestesia y sedacion que permita mantener
a los animales inmovilizados, sosegados y con ciclos cardio-respiratorios ritmicos y

uniformes, se hace necesaria durante la totalidad de la exploracion.

2.2.7. Aportacion de la RM al modelo experimental

Las razones que motivan la utilizacion de esta técnica en nuestro modelo

experimental se exponen a continuacion:
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e La RM proporciona una elevada resolucion de contraste lo cual permite la
realizaciéon de secuencias anatdomicas de gran detalle, incluso en estructuras

de pocos milimetros de tamafio.

e Es una técnica muy sensible al incremento del agua libre, evento que aparece
en la patologia neoplasica hepatica. La RM es, por tanto, muy sensible en la
deteccién de lesiones tumorales. Esta caracteristica, al ser intrinseca de los
tejidos, no hace necesaria la administracion de un contraste exdgeno
intravenoso, lo que facilita la aplicacion de la técnica en animales de

laboratorio.

elLa RM es también capaz de evidenciar los depédsitos de materiales
paramagnéticos. Dadas las caracteristicas de nuestro estudio experimental, la
posibilidad de contar con una técnica sensible en la deteccion de metastasis
hepaticas y capaz de poner de manifiesto la presencia depdsitos metalicos en

las mismas, resulta potencialmente éptima.

Todas las caracteristicas expuestas convierten a la RM en una técnica de imagen con
elevado potencial en nuestro modelo experimental, por la cual, sus posibles

aplicaciones en nuestro trabajo seran desarrolladas en profundidad.

2.3. Tomografia Computarizada

La Tomografia Computarizada (TC) puede definirse como un método de diagndstico
radiologico en el que se consigue una imagen que es la reconstruccion bidimensional

de un plano tomografico o seccional de un objeto, mediante un ordenador.

La imagen cruda, no tratada, de un corte de TC es producto de los efectos de los
rayos X al atravesar la materia, una vez que los fotones incidentes han sido atenuados

y dispersados por los electrones de los atomos. El haz de rayos que emerge del
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organismo explorado impresiona unos mecanismos de recogida energética
denominados detectores. Esta informacién es posteriormente sometida a un proceso
de transduccién analdgico-digital con el que se obtienen secuencias de imagenes o

cortes tomograficos®.

2.3.1. Principios basicos delaTC

La imagen que se consigue en la TC es un mapa de los valores de atenuacién de los
rayos X correspondientes a una seccion transversal del organismo que se esta
explorando. Las diversas estructuras normales y patoldgicas poseen diferentes valores
o coeficientes de atenuacion, lo que hace posible su representacion en tonos o

escalas de grises en un monitor.

En la TC se emplea un estrecho haz de radiacion generado en un tubo de rayos X,
que atraviesa un organismo en un plano perpendicular u oblicuo al eje del objeto
(tomografia axial) y posteriormente incide en un sistema de detectores que lo
transforma en una sefal eléctrica. Esta sefal es expresion inversa del fenédmeno de
atenuacion o absorcion que sufren los rayos X al atravesar la materia, e interactuar

con los electrones de los atomos®®.

El tubo emisor de rayos se encuentra montado en una estructura anular que mediante
un movimiento circular, barre planos sucesivos del organismo. En el proceso de
elaboracion de una imagen, la informacién procedente de los detectores es ordenada
en una matriz cuadrada, de idénticas dimensiones en los ejes x e y, compuesta por
entre 256x256 a 1024x1024 elementos o pixels (picture element). Cada uno de estos
elementos esta representando realmente un volumen o voxel, de un espesor
determinado®®. El véxel incorpora la dimension relativa al espesor de la seccién o corte
del organismo examinado, que se mide en el eje longitudinal de exploracién o eje z. El

tamano del pixel en los ejes x-y del plano de seccién es 10 a 20 veces mas pequefio
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que la dimension del eje z. El véxel es, por tanto, anisotrdpico, es decir, sus bordes no
tienen igual tamafo y conforman realmente un prisma de base cuadrada. Esta
caracteristica ha limitado enormemente la capacidad de reconstruccion multiplanar de

la TC convencional.

Cuando se realiza la reconstruccion de las imagenes, a cada voxel se le asigna un
valor numérico de acuerdo con el grado de atenuacidon que haya sufrido el haz de
rayos en el punto representado. Este valor numérico responde a una escala de
unidades de atenuacion denominadas unidades Hounsfield, UH, propia de la TC. En
esta escala el valor cero corresponde a la atenuacion del agua, los valores por debajo
del cero, hasta -50 UH, corresponden a la grasa, y hasta -1000 UH al aire. En lo
referente a los valores positivos, los tejidos blandos, con alto contenido hidrico,
presentan unos valores de entre 40 y 60 UH, y el hueso alcanza las 1000-2000 UH ¥ .
En general, en la terminologia de la TC, aquellos tejidos con valores de atenuacion
inferiores al cero se denominan hipodensos, los que presentan unas cifras similares al
agua se califican de isodensos, y aquellos tejidos con alta atenuacion se designan

como hiperdensos.

2.3.2. Tomografia Computarizada Multi Corte

La Tomografia Computarizada Multi Corte (TCMC) ha transformado la tecnologia

seccional de la TC convencional, en tecnologia volumétrica.

En las exploraciones de TC, las imagenes se obtenian mediante una sucesion de
eventos que se repetian el numero de veces necesario para conseguir un barrido
completo del area anatéomica a estudiar. La consecucion de una imagen seccional
requeria de un giro completo del tubo de rayos alrededor del organismo a estudio
mientras se realizaba un disparo continuo de rayos X. Posteriormente, la superficie o

mesa de exploracion sobre la que se encontraba el organismo, se desplazaba en el
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eje longitudinal z, se repetia el giro del tubo mientras se efectuaba un nuevo disparo

de rayos x, y asi sucesivamente se iban adquiriendo todas las imagenes.

En la TCMC, la obtencion de la imagen se realiza de diferente modo. De una parte,
tanto el tubo de rayos X como la mesa de exploracion, giran y se trasladan
respectivamente con un movimiento continuo y uniforme, de tal forma que el barrido
del area a escanear se lleva a cabo en un unico desplazamiento del organismo a
estudio. Esta tecnologia espiral se desarrollé en la primera revolucién de la TC, la TC
Helicoidal, y también se aplica en la TCMC. Pero ademas, en esta ultima, el arco o
anillo unico de detectores empleado en TC convencional o TC Helicoidal, ha sido
sustituido por un numero progresivamente mayor de anillos detectores dispuestos en
hileras paralelas. En la actualidad, los equipos de uso clinico habitual se encuentran
dotados de 8, 16, 32 6 hasta 64 hileras de detectores. Este incremento en el nimero
de detectores ha hecho posible la obtencidn simultdnea de multiples secciones
tomograficas de espesor muy fino, de tal forma que practicamente se consigue una
adquisicion volumétrica y no multiples secciones secuenciales. Esta transformacion ha

propiciado las siguientes aportaciones al diagndstico por TC 83890

e Reduccion radical de los tiempos de examen y de la exposicion a la radiacién.

¢ Posibilidad de practicar rangos de exploracién mucho mas extensos.

e Obtencion de imagenes cuasi-isotrépicas: gran incremento en la resolucion

espacial del eje z motivado por la drastica disminucién del espesor del voxel.

2.3.3. Post-procesado de las imagenes en TCMC

Estas innovaciones han incrementado sustancialmente la capacidad de analisis

88,89,91,92

tridimensional y multiplanar y ademas han mejorado la competencia

diagnostica en el estudio de estructuras de dimensiones progresivamente
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909394 “incluso de tamafo inferior al mm. Con la adecuada seleccién de los

menores
parametros de exploracién y usando el software de reconstruccion suministrado en los
equipos, se pueden generar imagenes bidimensionales y tridimensionales en
diferentes proyecciones y con distintos espesores de corte. La herramienta de post-
proceso bidimensional de uso ordinario se denomina MPR (Multi Planar Reformations),

mientras que en ambito tridimensional son muy utiles las herramientas MIP (Maximun

Intensity Projections) y VRT (Volume Rendering Techniques)®.

Reconstrucciones multiplanares, MPR

Las reconstrucciones multiplanares son imagenes bidimensionales reformateadas en
planos arbitrarios, a partir del cumulo de imagenes axiales obtenido en una
exploracién. Las reconstrucciones coronales o sagitales son generadas mediante la
extraccién y exposicion exclusiva de aquellos véxel que, de todo el volumen de datos,

se corresponden con los planos de corte seleccionados (figura 7).

En general, las MPR poseen un espesor de corte igual a la anchura de un pixel, pero
también se pueden generar imagenes de calidad y con mayor espesor, en el rango de

1a7mm.

Figura 7. Reconstrucciones multiplanares.

A: Corte de TCMC a nivel de térax murino. Se observan los pulmones muy hipodensos y el corazén
(asterisco). B: MPR coronal, se identifican los pulmones, el corazén y el higado hiperdenso (flecha)
realzado con contraste. C: MPR sagital, se observan las costillas, el pulmén, el corazén y el higado.
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Proyecciones de maxima intensidad, MIP

Mediante el uso de la herramienta MIP, se consiguen imagenes tridimensionales de un
volumen del organismo, en una proyeccion y con un espesor que son seleccionados
por el operador. Esta técnica tiene la peculiaridad de que en el plano de
representacién elegido se priorizan los voxels con valores de UH mas elevados. Las
reconstrucciones MIP son muy Uutiles en estudios de hueso o de angiografia por
TCMC, en las que las arterias rellenas de medio de contraste intravenoso destacan

intensamente con respecto a los tejidos blandos adyacentes (figura 8).

CT
24 Oct 2008 Cuello 0.5 CE
n8:16:01

KYP:120

mA:300

msec:500

mAs:150 Vitrea®
Thk:0.5 mm WIL:2300/840
Aquilion Oblique 8.30mm MIP

Figura 8. MIP de arbol vascular hepatico murino. Figura 9. VRT de térax y abdomen superior.

El parénquima hepatico (flechas) resulta visible
por la presencia de contraste en el arbol vascular.

Reconstrucciones volumétricas, VRT

En las técnicas de tipo VRT se asignan unos rangos de opacidad o de color en una
escala continua, segun los diferentes valores de atenuacién expresados en UH. Con
ello se consiguen imagenes volumétricas con elevada definicion de contornos, e
imagenes que muestran los 6rganos y diferentes estructuras con un aspecto
semitransparente. En estos estudios también los espesores de reconstruccion y las

diferentes proyecciones espaciales son seleccionados por el operador (figura 9).
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2.3.4. Medios de contraste

Para incrementar la resolucién de contraste, es decir, para aumentar la capacidad de
discriminar entre distintos tipos de tejidos con similar coeficiente de absorcién, pero de
diferente naturaleza histologica, en la mayor parte de estudios de TC resulta necesaria
la utilizacion de algun tipo de medio de contraste. Segun la via de administracion, los

medios de contraste pueden clasificarse en®:

¢ Gastrointestinales: De administracion oral o rectal, se emplean como relleno del
tracto digestivo, de tal forma que permitan su distincion de las estructuras
adyacentes con densidad de partes blandas. A este fin pueden usarse
soluciones yodadas, suspensiones de sulfato de bario, preparaciones de metil-

celulosa y agua, e incluso gases como el aire o el CO,.

o Parenterales: De administracion intra-vascular, su uso permite el estudio de las
estructuras vasculares, la valoracion y exploracion de los diferentes
parénquimas viscerales en busca de masas neoplasicas o inflamatorias, o
también la evaluacién de la via excretora urinaria. Son suspensiones de yodo,
con concentraciones de 300-400mg/ ml, que se administran habitualmente por
una via venosa periférica a dosis de 1-2ml/kg, en funcién del tipo selectivo de

exploracion a realizar®*®®.

e Intra-cavitarios: Se usan en el control de procedimientos intervencionistas
percutaneos tales como las colangiografias, colecistografias, fislulografias o
abscesografias.

Tipos especificos de contrastes: Lipiodol Ultra-Fluide®

El Lipiodol Ultra-Fuide® (480mg I/ml; laboratorios Guerbet, Francia) es un contraste

yodado singular. Descubierto en 1910, su uso clinico se inicié en 1926 *°, y se utilizo
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principalmente en estudios linfograficos. El lipiodol® es un etil-ester de aceites
yodados obtenidos a partir de semillas de amapola, que contiene un 48% de yodo. En
la actualidad se emplea como agente embolizante y anti-tumoral en procedimientos de
quimioembolizacién arterial trans-catéter de neoplasias hepaticas®’?. El lipiodol®
administrado por via arterial alcanza el sinusoide hepatico y provoca embolizacion
irregular y transitoria durante varios dias. En modelos experimentales se ha
comprobado que dosis de hasta 0,4ml/kg, son bien tolerados por los animales
inoculados?, y que ademas, en el tejido tumoral, el lipiodol® es captado por las células
neoplasicas mediante un fenémeno de pinnocitosis, lo cual prolonga su tiempo de

permanencia en el mismo®’.

Estas caracteristicas han alentado su empleo concomitante con otras sustancias a la
hora de evaluar la utilidad de posibles terapias en modelos de neoplasia hepatica

primaria o metastasica, tal es el caso de nuestro modelo experimental.
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Nanoparticulas magnéticas: aplicacion del fendmeno

de histéresis en la terapéutica anti-neoplasica

El nanémetro es la unidad de longitud que equivale a una milmillonésima (10®°) parte
de un metro. En la actualidad se disefian y producen materiales de dimensiones en el
rango de los nandémetros, y que se denominan nanoparticulas. Algunas de estas
nanoparticulas se elaboran con diferentes metales que poseen propiedades
magnéticas, y el estudio sobre su posible aplicacion como agentes de contraste o
como mediadores de termoterapia se encuentra en auge. La carencia de efectos
téxicos y la ausencia de incompatibilidades con los organismos biolégicos son algunas
de las razones que hacen muy interesante el uso de las nanoparticulas magnéticas en

biomedicina®*°,

La termoterapia como terapéutica anti-tumoral local, presenta una importante ventaja
frente a los tradicionales tratamientos no quirurgicos, radioterapia y quimioterapia,
motivada por su escasa toxicidad tanto loco-regional como sistémica. Es mas, se esta
valorando el uso conjunto de estos tratamientos tradicionales con la termoterapia,
dado que hay estudios que sugieren un impacto positivo sobre la supervivencia en la

patologia metastatica hepatica no quirdrgica'®.

Actualmente pueden considerarse dos tipos de tratamientos por calor. La hipertermia
ligera, en el rango de 41-46°C, es capaz de estimular una respuesta inmune no
especifica frente a procesos tumorales. Por otro lado, la termoablacion, en niveles de
calor en torno a 46-56°C, produce destruccion del tejido tumoral por necrosis celular

directa, coagulacion o carbonizacion®.
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1. Estrategias de hipertermia oncoldgica

En funciéon del mecanismo o fuente productora de calor, las diferentes modalidades

anti-tumorales se encuadran en tres categorias®:

e Hipertermia por contacto directo con la fuente de calor. Su aplicacién se ha
descrito a varios niveles: “cuerpo entero”, perfusién de 6rgano aislado, o
directamente sobre una lesion neoplasica, tal es el caso de la inyeccion directa

de suero caliente, a 96°C, en lechos tumorales.

e Hipertermia mediada por aplicadores de superficie. En esta modalidad el

calor es generado por ultrasonidos, microondas o por radiofrecuencia.

e Hipertermia mediada por implantes. El calor se genera por dispositivos
insertados en los organismos: agujas de radiofrecuencia o microondas, fibras

de laser o mediadores electromagnéticos.

2. Hipertermia mediada por induccion magnética

En la actualidad, una de las vias de investigacién en la terapia térmica se focaliza en
el desarrollo de mediadores electromagnéticos. Estos mediadores son varillas,
semillas o particulas, de rango milimétrico a nanométrico, que tras ser implantados en
los tejidos y ser expuestos a campos magnéticos o eléctricos externos generados por
diferentes tipos de aplicadores, tienen la capacidad de transformar la energia en calor.
La combinacion que ofrece la utilidad clinica mas adecuada es la que se establece
entre los aplicadores inductivos, productores de un campo magnético externo, y los

mediadores con propiedades magnéticas.
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2.1. Histéresis: fundamento fisico de la termoterapia por induccion

magnética

Las sustancias ferromagnéticas, tales como el hierro, son aquellas que mantienen un
momento magnético incluso cuando el campo magnético externo es nulo. Este efecto
se debe a la fuerte interaccion existente entre los momentos magnéticos de los atomos
individuales de la sustancia magnética, que los hace alinearse de forma paralela entre
si. En circunstancias normales, los materiales ferromagnéticos estan divididos en
regiones llamadas ‘dominios’; en cada dominio, los momentos magnéticos atomicos
estan alineados en paralelo, pero los momentos de dominios diferentes no apuntan
necesariamente en la misma direccion. Cuando un material ferromagnético es
expuesto a un campo magnético externo, los diferentes dominios tienden a alinearse
en la direccion del campo magnético. Al variar el campo magnético externo, los
diferentes dominios también se realinean, pero este ciclo de cambio de orientaciones
no es homogéneo, de tal forma que en la sucesion de variaciones en el estado de
magnetizacion se produce calor. Este fendmeno denominado histéresis es, por tanto,
la cualidad que poseen algunos materiales de producir calor cuando son expuestos a
un campo magnético externo alternante. Ademas la cantidad de calor producida puede
ser variada y modulada mediante modificaciones en la amplitud o frecuencia del
campo magnético externo'*®. La tecnologia referente a los sistemas o aplicadores
inductivos de los campos magnéticos externos se encuentra en desarrollo, pero la
mayoria de los experimentos se han realizado con generadores que trabajan con
amplitudes de campo magnético de unas pocas decenas de kA m™ y con rangos de

frecuencia de 50kHz- 1MHz %.
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2.2. Modalidades de mediadores magnéticos

La hipertermia por induccion magnética puede ser conseguida mediante la utilizacion

de distintos tipos de mediadores aplicados por procedimientos diferentes'".

2.2.1. Mediadores o implantes intersticiales

Son varillas o semillas de materiales ferromagnéticos, de 1mm de didmetro y 10-
70mm de longitud, que se insertan directamente en las neoplasias mediante cirugia.
Esta técnica presenta notables inconvenientes tales como el requerimiento quiruargico
para el implante de los mediadores, el riesgo de migracion de los mismos o la

dificultad en el acceso al lecho tumoral.

2.2.2. Mediadores intracelulares

Los mediadores intracelulares son particulas nanométricas de administracion
intravenosa, disenadas para ser absorbidas selectivamente por las células
neoplasicas. Estos mediadores presentan grandes ventajas, aunque su aplicaciéon se

encuentra en fases preclinicas de experimentacion.

2.2.3. Inyeccién directa de mediadores en nichos tumorales

Consiste en la inyeccion de suspensiones de microparticulas o nanoparticulas
directamente en los nichos tumorales. Mediante estos procedimientos de insercion
directa, se han aplicado nanoparticulas magnéticas en modelos experimentales de

14,33

cancer de higado y de mama ™", y a nivel clinico en cancer de prostata y en

diferentes tipos de neoplasias recidivantes®'%"%,

2.2.4. Embolizacion arterial tumoral con mediadores

En este tipo de procesos, los mediadores térmicos son ubicados en los lechos

tumorales a través del arbol vascular. A nivel experimental se ha demostrado que es
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mediante este procedimiento como se consigue una distribucion mas homogénea de
las nanoparticulas en los tejidos, lo que posibilitara una hipertermia y, por tanto, un

tratamiento mas efectivo'.

2.3. Nanoparticulas magnéticas

En estudios experimentales se han valorado diferentes tipos de mediadores para ser
administrados por via intravenosa. Dado que el tamafio de estos mediadores se
encuentra en rango nanométrico, de 9 a 200 nm, se catalogan como nanoparticulas.
En lo referente a la naturaleza quimica de las sustancias empleadas, aunque las
nanoparticulas de Fes;0, han sido las mas usadas, también se han estudiado otras

combinaciones entre 6xidos de hierro y plata, oro, manganeso o cobalto'#34104105

Para que las nanoparticulas magnéticas puedan ser administradas por una via
vascular, generalmente venosa, no selectiva, su biocompatibilidad debe ser
incrementada. Ello permitira aumentar su vida media intra-vascular, de tal forma que
los procesos de opsonizacion y posterior captura y eliminacién por parte del sistema
monocito-macréfago sean, en la medida de lo posible, postergados. En general, puede
decirse que cuanto mas pequefia, neutra e hidrofilica es una particula, mas
posibilidades tiene de escapar a los procesos de depuracion. Asi las cosas, las
nanoparticulas pueden ser embebidas en liposomas o en capsulas poliméricas'®, que
vayan ademas recubiertas de macromoléculas hidrofilicas tales como dextranos.
Ademas, las propias nanoparticulas pueden ser ligadas directamente a diferentes
sustancias: oligosacaridos, oligopéptidos, acido félico, anticuerpos, fragmentos de
ARN, etc'”. Estas sustancias también incrementan la biocompatibilidad e incluso
favorecen la captacién de las nanoparticulas por las células de los tejidos diana®,

convirtiéndolas en mediadores intracelulares.
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En territorio hepatico y dada la especial vascularizacion de la patologia neoplasica,

exclusivamente arterial'*'®

, las nanoparticulas magnéticas con capacidad de inducir
hipertermia, han sido vehiculizadas por via vascular de diferente modo. Para este
territorio se han disehnado ferrofluidos, a base de suspensiones de nanoparticulas
magnéticas en lipiodol®, que han sido administrados a través del arbol arterial, en un
intento de embolizacion tumoral selectiva o cuasi-selectiva. La distribucién de estos
fluidos en el arbol arterial neoplasico y hepatico, se ha estudiado en modelos
14,34,108

experimentales de neoplasia hepatica primaria , empleandose para ello

nanoparticulas de 6xido de hierro de entre 100-200nm.

2.4. Vehiculizacion de las nanoparticulas magnéticas en la patologia

metastatica hepatica

La vehiculizacién intra-tumoral de fluidos magnéticos por via vascular en territorio
hepatico, se ha estudiado en modelos de neoplasia primaria inducida por implante
directo de células tumorales'3*'%_ Nuestro trabajo experimental se desarrolla sobre
un modelo diferente, de metastasis multiples generadas por diseminacion
hematdgena, similar al proceso de diseminacidn metastatica en condiciones

fisiopatoldgicas.

En este contexto, hemos desarrollado un fluido magnético a base de una suspension
de nanoparticulas de 6xido de hierro en lipiodol®, el cual se ha administrado por via
intra-arterial en nuestro modelo experimental, y con el objetivo final de que pueda ser

util en termoterapia de patologia metastatica hepatica.

Por otro lado, la naturaleza ferromagnética de las nanoparticulas y su suspensién en
el contraste yodado lipiodol®, hara posible verificar la distribucion del fluido magnético
por los érganos y tejidos infundidos mediante la utilizacién de técnicas de diagnéstico

por imagen tales como la RM y la TCMC.
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La administracién de lipiodol®+nanoparticulas magnéticas deberia producir un doble

efecto terapéutico:

En un primer momento, el lipiodol induciria isquemia e hipoxia tisular directa y
subsecuentemente un incremento en la permeabilidad capilar que favoreceria

el paso al intersticio de las nanoparticulas.

Posteriormente, las nanoparticulas metalicas sometidas a un campo
magnético externo alternante, generarian una hipertermia capaz de provocar
una necrosis tumoral. Este evento resultaria ademas favorecido por dos
circunstancias concomitantes®'%. Por un lado, el microentorno de hipoxia
previamente originado, haria a las células tumorales mas susceptibles de sufrir
lesién por calor. Por otro lado, un arbol vascular arterial ocluido, y la ausencia
de un sistema venoso portal en el tejido neoplasico, impedirian la disipacién

térmica mediada por el flujo vascular y favorecerian el efecto horno.

El objetivo principal de este trabajo consiste en desarrollar un método de terapia

térmica local mediada por una suspensién de nanoparticulas magnéticas vy lipiodol®,

para lo cual, dichas nanoparticulas -tras su administracion por via intra-arterial- deben

quedar preferentemente ubicadas en el tejido metastatico hepatico.

Dado que la consecucién de un depdsito tumoral selectivo de las nanoparticulas

magnéticas evitara lesiones en el parénquima hepatico sano, valorar la distribucién de

las mismas en un modelo de neoplasia diseminada resulta de crucial importancia
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antes de precisar su hipotética capacidad de induccién térmica. En este mismo
contexto, el desarrollo de procedimientos de monitorizaciéon no invasiva, capaces de
determinar la presencia de depdsitos de nanoparticulas magnéticas en distintos
tejidos, tal y como se ha explorado en otros modelos experimentales'', resultara de

alto interés.

Como paso previo a la utilizacion terapéutica del fluido magnético elaborado, en el

presente trabajo se plantearan, por tanto, una serie de objetivos intermedios a estudio:

e Desarrollo de un modelo experimental de metastasis hepaticas y su

caracterizacién mediante técnicas no invasivas de imagen.

e Estudio de la distribucion del magnetofluido en higado sano, mediante técnicas

de imagen y de laboratorio.

o Estudio de la distribucion vascular arterial del magnetofluido en el modelo

experimental neoplasico, tanto con técnicas de laboratorio como de imagen.
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Material y Métodos

Modelo Experimental

En este apartado seran tratados los aspectos relativos a la descripcion de los animales
de experimentacidon usados en nuestro trabajo, la linea celular neoplasica
seleccionada y los procedimientos anestésicos y quirdrgicos desarrollados para la

induccion de multiples metastasis hepaticas.

1. Reactivos biolégicos

1.1. Animales de experimentaciéon

En nuestras experiencias se han empleado ratas singénicas Wag/RijCrl machos vy
hembras de 8-10 semanas de edad (200-300g de peso). Nuestra cepa es originaria de
Harlam-Netherland, y ha sido expandida en el Estabulario de la UPV/EHU. Los
animales, estabulados en grupos de cinco, se han mantenido en ritmo circadiano de
12 horas, con alimentaciéon (PanLab A-04) y bebida “ad libitum”. Estas ratas muestran
un ritmo de crecimiento moderado, llegando a estabilizarse en la decimocuarta
semana, en la que alcanzan un peso de 300g los machos y de 200g las hembras. La
supervivencia no suele superar los 22 meses en los machos y los 31 meses en las

hembras.

Todos los procedimientos han sido realizados de acuerdo con la legislacion vigente
referente a la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines

cientificos, Real Decreto 1201/2005, de 10 de Octubre.

1.2. Linea celular

Para la induccion de metastasis se ha utilizado una linea celular estabilizada de

adenocarcinoma de colon originaria de ratas singénicas Wag/RijCrl. Las células fueron

51



José Javier Echevarria Uraga

suministradas por “Cell-Lines-Service (CLS®)”, (lotes 300387- Pr44 y 300387-Pr45), y

se corresponden con el pase n°® 21 del cultivo.

Cada criovial fue expandido en un pase del que se obtuvieron nuevos lotes que se
conservan en nitrégeno liquido. A partir de uno de estos crioviales (pase n° 22) se
realiz6 una siembra en frascos de 75 cm?, y se obtuvieron alicuotas de 1 ml que fueron
nuevamente congeladas (pase n° 23). Todas las experiencias se han realizado a partir
de la siembra en frascos de 25 cm? de las células de uno de estos crioviales del pase
23, asegurando asi que todos los cultivos se obtienen en condiciones practicamente

idénticas.

2. Pautas anestésicas

Tanto los procesos quirdrgicos como los estudios de imagen que sean practicados en
las ratas, requieren de una adecuada analgesia y sedacién animal que permita la
oOptima ejecucion de los mismos. En nuestro estudio se han utilizado diferentes

técnicas de anestesia, dependiendo de la fase del proceso experimental.

2.1. Anestesia inhalatoria con éter

El éter es un agente anestésico inflamable que no reporta ventajas sobre otros
productos inductores de anestesia inhalatoria, por o que su uso se encuentra muy

restringido.
2.1.1. Técnica anestésica

La manipulacion del éter se lleva a cabo en una campana extractora de gases que

impide una exposicién excesiva del personal de laboratorio al gas anestésico.

En una cubeta transparente de tapa corrediza y con un volumen aproximado de

1500cc se prepara un lecho de algoddn que se impregna con éter. Al ser transparente,
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permite observar a la rata y valorar el efecto del anestésico. Se considera que la
induccién anestésica es la adecuada cuando se aprecia que los movimientos cesan y

que el animal esta relajado.
2.1.2. Complicaciones y tratamiento

Debe prestarse una extrema atencién en el proceso de induccién, con el fin de evitar la

sobre-dosificacion anestésica que conduzca a una parada cardio-respiratoria.

Esta es la principal complicacién del éter y su tratamiento pasa por la instauracién de
maniobras de reanimacion cardio-pulmonar. En esta técnica se realiza un masaje
cardiaco enérgico, presionando directamente sobre el esterndn y la parrilla costal con
el segundo y tercer dedos. Debe evitarse un exceso de presién capaz de producir
fracturas costales. Simultaneamente, se mantiene la ventilacién soplando a través de
un tubo de goma que se adapta al hocico del animal. La presién de ventilaciéon no
debe ser muy alta, para evitar el insuflado gastrico que dificulte posteriormente los

movimientos respiratorios del diafragma.

Esta maniobra debera iniciarse inmediatamente después de la parada, y se

mantendra, al menos, durante 5-10 minutos.
2.1.3. Aplicacién practica

La inhalacién de éter ha sido util como paso previo a la aplicacion intra-peritoneal de
otros anestésicos, de tal forma que facilite el manejo de los animales que vayan a ser

manipulados.

También se ha utilizado en los procedimientos de eutanasia, como inductor de una

anestesia profunda previa a la luxacién cervical.
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2.2. Anestesia inhalatoria con Halotano y Oxido Nitroso

El Halotano es un potente anestésico que se vaporiza facilmente. No es inflamable ni

explosivo, y constituye un excelente anestésico para emplear en la rata.

Por otro lado, el Oxido Nitroso, aunque a dosis capaces de inducir anestesia produce
hipoxia severa, tiene un cierto efecto analgésico, por lo que puede emplearse

combinado con otros gases dentro de una pauta balanceada de anestesia.
2.2.1. Técnica anestésica

La induccién anestésica se realiza en una camara transparente (30cm x 20cm x 20cm)
que se encuentra conectada a los tubos dispensadores de los gases. En esta camara,

el animal respira una mezcla gaseosa controlada a base de:
e 50,5 I/min.
e NyO: 1 I/min.
e Halotano: 3% (limites aconsejados 3- 4%)

La induccion con halotano requiere 2-3 minutos y se considera adecuada cuando la

rata ha perdido los reflejos osteo-tendinosos y duerme tranquilamente.

El mantenimiento de la anestesia se realiza mediante una mascara aplicada el hocico
de la rata, y que se encuentra conectada a un tubo que suministra una mezcla de
gases similar a la anteriormente descrita. En esta nueva mezcla, sin embargo y para
evitar toxicidad, la concentracion de Halotano se reduce al 2%, o incluso al 1% en

situaciones de cirugia prolongada.

Una vez concluida la cirugia, se cierra el aporte de halotano y de éxido nitroso,
manteniéndose solo el oxigeno hasta que se recupera el tono muscular en la cola.
Esto ocurre en tan solo 15 6 30 segundos. Tras una anestesia mantenida durante unos

20 minutos, la reversion completa lleva, aproximadamente, dos minutos. El tiempo de
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recuperaciéon depende de la precision del control de la dosis de anestésico

administrado.

Una vez recuperado el tono muscular, se retira la mascara y el animal se introduce en
su jaula aplicando un foco de calor que permita mantener una temperatura ambiente

de unos 37°C.
2.2.2. Complicaciones y tratamiento

El halotano deprime los sistemas respiratorio y cardiovascular. Este efecto es dosis
dependiente y en ratas sanas este efecto no es clinicamente significativo si se

mantienen las dosis normales.

El 6xido nitroso en dosis anestésicas produce severa anoxia, mas aun si se asocia con
un relajante muscular. Sin embargo, este efecto nocivo se evita cuando se usa

combinado con otros gases anestésicos.
2.2.3. Aplicacion practica

La mezcla se ha empleado en los procesos quirdrgicos de induccion tumoral.

2.3. Anestesia intra-peritoneal con Ketamina y Diazepam

La Ketamina es un agente anestésico disociativo capaz de producir una marcada
analgesia. No deprime la respiracién, lo que supone una interesante caracteristica.
Presenta un escaso caracter relajante muscular, es mas, tras su utilizacién el tono
muscular aumenta y puede incluso llegar a desarrollarse hipertonia. La Ketamina
puede causar también un incremento de la presion intra-ocular y por ende un
exoftalmos que requerira de una adecuada proteccion corneal. A nivel cardio-

circulatorio es frecuente un efecto hipertensor leve.

El Diazepam es una benzodiacepina con marcada accion sedante y cuya asociacion

con otros agentes anestésicos potentes disminuye la necesidad de los mismos. A
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dosis elevadas puede incluso inducir el suefo. Presenta una significativa accion
relajante de la musculatura esquelética y no afecta a la frecuencia cardiaca ni a la
presion arterial. Presenta el inconveniente de que no es compatible en la misma

solucién con la Ketamina.

La administracion conjunta de Ketamina y Diazepam proporciona una anestesia de 20-
30 minutos de duracion seguida de un periodo prolongado de suefio de 90-120
minutos. El “periodo de suefo” es el tiempo que tarda la rata en recuperar los reflejos
osteotendinosos. Este tiempo es mas largo que el de anestesia propiamente dicha v,
por tanto, transcurridos los minutos de anestesia el efecto analgésico desaparece y

aunque la rata permanece relajada cualquier maniobra quirurgica resultara dolorosa.

El Diazepam anula los efectos de la Ketamina sobre el tono muscular, y con su
asociacion se consigue una adecuada relajacion muscular. Finalmente, también

elimina el efecto hipertensor arterial'"".

2.3.1. Técnica anestésica

Dado que ambos anestésicos son incompatibles en la misma solucion, la induccion
anestésica se inicia con la inyeccion intra-peritoneal del Diazepam a dosis de 5mg/kg.
Los efectos del mismo comienzan a hacerse evidentes a partir de los cinco o seis
minutos. En este momento, la rata mantiene sus respuestas motoras, pero puede
manipularse con facilidad y presenta una apreciable relajaciéon muscular. A los diez
minutos de la inyeccién se aplica la Ketamina, a dosis de 100mg/kg. Los efectos de la
misma se desarrollan con rapidez y a los cinco o diez minutos ya se ha instaurado una

anestesia profunda.

Esta técnica presenta la ventaja de que en caso de necesitar prolongar el periodo de
suefno, ésto se puede conseguir repitiendo la inyeccién de la Ketamina, a mitad de

dosis.

56



Material y Métodos

2.3.2. Complicaciones y cuidados

La utilizacion de ambos farmacos de la forma descrita es muy segura y no suelen
desarrollarse complicaciones, sin embargo, la administracion simultanea de los

mismos puede ocasionar la muerte del animal.

Debe considerarse la posible aparicion de exoftalmos y en su caso prevenir el

desarrollo de sequedad corneal administrando lagrima artificial.

En general, en la recuperaciéon post-anestésica deben aplicarse los cuidados

habituales, con especial atencion en evitar la hipotermia.

2.3.3. Aplicacion practica

Esta modalidad anestésica ha sido utilizada en los procesos quirdrgicos de

administracion de los magnetofluidos por via vascular.

También se ha usado para hacer posible la practica de las pruebas de imagen. La
combinacion ha resultado muy util al proporcionar notable relajacion muscular,
ventilacién ritmica y ritmo cardiaco normalizado, de tal forma que la motilidad animal
se ha reducido al minimo, aspecto de especial interés en las pruebas de RM. Ademas
la posibilidad de aumentar el tiempo de suefio con dosis sucesivas, también ha sido
importante en ocasiones en las que se realizan pruebas de imagen seriadas, tales
como TCMC vy posteriormente RM, o combinaciones de procesos quirlirgicos con

practica posterior de pruebas de imagen.

El efecto sedante del Diazepam resulta también muy util en el proceso de depilaciéon

previo a la practica de los estudios ecogréficos.
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3. Técnicas quirargicas de induccién tumoral

En este apartado se describe el procedimiento quirdrgico empleado en nuestro estudio
para inducir metastasis en el higado de las ratas. El resto de procesos quirurgicos
practicados en las diferentes fases del trabajo seran descritos en cada apartado

particular.

3.1. Inoculacién esplénica de células tumorales

Mediante la inoculacién intra-esplénica de células tumorales, se simula la existencia de
un tumor primario en el bazo desde el que migrarian las células tumorales por el
torrente sanguineo hasta el higado, en donde quedarian depositadas. Ya que el bazo
es resecado inmediatamente tras la inoculacion, se anula la influencia posterior del

tumor primario sobre el desarrollo metastatico.

Bajo anestesia con halotano, el animal se coloca sobre la mesa de operaciones en
decubito supino. Se adapta el hocico a la mascara del circuito de anestesia y se

inmoviliza la rata fijando las patas a la mesa con cinta adhesiva.

La piel se lava con alcohol con fines antisépticos y para humedecer el pelo de modo
no interfiera en el acto quirdrgico. A continuacién se practica una laparotomia media
subxifoidea de 3cm de longitud. A través de la incision se rechaza el paquete intestinal
y se expone el bazo, apoyandolo con delicadeza sobre una gasa. Antes de la
inoculacion, se dispone una pequena ligadura de seda 2/0 alrededor del polo esplénico
en el que se va a realizar la puncién, y no totalmente cefiida. Posteriormente se
punciona la pulpa esplénica con una aguja de 25G, y se inocula lentamente la
suspension celular constituida a base de 250.000 células tumorales de

adenocarcinoma de colon, vehiculizadas en 0,5ml de solucion de Hank. La aguja se
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retira lentamente, para permitir que el implante sea uniforme y que el parénquima

esplénico no se distienda excesivamente (figura 10).

Una vez retirada la aguja, se
tapona el orificio con esponja de
fibrina y se cife la ligadura para
evitar la diseminacion de células
en la cavidad peritoneal.
Transcurridos cinco minutos

para permitir la diseminacién

tumoral hacia el higado, se

Figura 10. Puncion esplénica de células tumorales.

practica la esplenectomia.

En este acto quirurgico se identifican los pediculos vasculares del bazo, se ligan de
forma individualizada y posteriormente se seccionan, lo que posibilita la extraccion
esplénica. Finalmente, los mufiones vasculares y el resto del paquete intestinal se
devuelven a su ubicacion originaria en el interior de la cavidad abdominal, y se
procede al cierre de la incisién. Se realiza una sutura con puntos sueltos en un planoy

para ello se emplea una aguja curva de seccion triangular e hilo de seda de 2/0.

3.2. Reseccibén hepatica

A los diez dias tras la inoculacion de las células tumorales se procede a realizar una
.. P . , 112,113 = , .

reseccion hepatica parcial, como estimulo al desarrollo tumoral . Esta técnica

requiere un preciso conocimiento de la anatomia del érgano en la rata y un

entrenamiento adecuado para lograr una correcta repeticién de los resultados.

Tras anestesiar al animal, se inmoviliza en posicién de decubito supino sobre la mesa.
Se impregna el pelo con alcohol y se practica una laparotomia media subxifoidea de

unos 3 cm de longitud. A través de la incisidbn se seccionan los repliegues de la
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capsula de Glisson que mantienen unido el higado al diafragma, al estbmago y al rifion
derecho. A continuacién se expone el I6bulo lateral izquierdo y se liga por su base con
una hebra de Catgut 2/0. Esta maniobra debe ser especialmente cuidadosa. Una
ligadura demasiado alta reduce el porcentaje de hepatectomia realizado. Por el
contrario, si es excesivamente baja se pueden comprimir los vasos supra-hepaticos,
comprometiendo su drenaje y provocando una insuficiencia hepatica aguda. Una

correcta ligadura permite, al mismo tiempo, una adecuada hemostasia.

Tras la cirugia, se reintroduce el higado en la cavidad abdominal y se cierra la
laparotomia. Se realiza una sutura con puntos sueltos en un plano, empleando una
aguja curva de seccion triangular e hilo de seda de 2/0. En todo momento se debe
tener en cuenta que una manipulacion exquisita del higado y del resto de visceras
abdominales, reduce significativamente las complicaciones postoperatorias y facilita

cirugias posteriores al disminuir la incidencia de adherencias y bridas.

3.3. Material empleado

e Alcohol e Hebras de vicryl 2/0

e Pinza de diseccion e Espongostan

e Pinza de Addson e Jeringa de 1ml. con aguja 27G
e Tijeras de Mayo e Vaso de precipitado de 50cc

o Tijeras de diseccion e Caja de poliespan con hielo

o Mosquitos e Crondémetro

o Disector e Gasas y compresas estériles

e Hebras de seda 2/0
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Caracterizacion del modelo experimental mediante

imagen

En el presente apartado se expone el proceso de aplicacion de las diferentes técnicas
de imagen, al estudio y caracterizacion del modelo experimental de metastasis

hepaticas de carcinoma de colon.

1. Estudio ecografico del higado de la rata

1.1. Equipamiento
Las US se practicaron en dos ecégrafos de uso clinico (figura 11):
a) GE Healthcare: “Logiq 7”

b) Esaote: “MyLab60 XVision”

Figura 11. Equipos de US utilizados. Logiq 7 (a) y MyLab60 XVision (b).
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El primero de ellos estaba dotado de una sonda lineal de 10 Mhz, y el segundo de una
sonda lineal multi-frecuencia de 6-18 Mhz. Ambos equipos permitian ademas de los
estudios en modo B, bidimensionales en tiempo real, la posibilidad de realizar
estudios de US-Déppler tanto de tipo Color, como Analisis Espectral y estudios

Triplex.

1.2. Técnica de exploracién

En la realizacion de los estudios ecogréficos, los transductores o sondas deben
asentar sobre la piel desnuda del area anatomica a explorar. Con objeto de eliminar la
minima lamina de aire que queda entre la superficie de la piel y la sonda ecografica, y
que actua como una auténtica barrera impidiendo la transmisién de las ondas de
ultrasonidos, es preciso aplicar un gel acuoso que actue de conductor entre la sefial

sénica del transductor y el organismo a examinar.
1.2.1. Preparacion de los animales

El manto piloso retiene en su seno gran cantidad de aire que entorpece la transmision
del sonido. Por este motivo, para realizar los estudios ecograficos hepaticos, fue

necesario depilar la mitad superior del abdomen de las ratas.

Para facilitar la manipulacion de los animales, estos fueron sometidos a sedacién con
Diacepam (5 mg/kg, i.p.). A continuacion se procedié a realizar un rasurado mecanico
con corta-pelo eléctrico, al que siguid la aplicacion de una crema depilatoria estandar.

De esta manera se eliminé todo vestigio de la cobertura capilar de las ratas.
1.2.2. Realizacion de la exploracion

Los procedimientos de US se llevaron a cabo bajo anestesia general inducida
mediante inoculaciéon intra-peritoneal de Diazepam (5mg/kg) combinada

posteriormente a los diez minutos con Ketamina (100 mg/kg, i.p.). Los animales se
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inmovilizaron en decubito supino durante toda la exploracién, que se prolongd 10-20

minutos, dependiendo de los hallazgos.

En las US se efectuaron barridos sagitales, axiales y oblicuos que permitieron analizar
y abarcar toda la anatomia hepatica y del abdomen superior. Dado que los hallazgos
de imagen serian posteriormente cotejados con los resultados de necropsia, todas las
ratas fueron identificadas con un cddigo de colores que les era rotulado en la base de

la cola.

1.3. Evaluacion morfoldgica del higado sano

Como paso previo a la caracterizacion por imagen de la patologia neoplasica, resultd
fundamental el conocimiento de la anatomia normal del area a explorar. Para ello fue
preciso definir las caracteristicas que los diferentes 6rganos abdominales mostraban
en US bidimensional en tiempo real, y se hizo especial hincapié en el estudio
anatoémico hepatico. Asimismo fue necesario ajustar los diferentes parametros
técnicos, tales como calibrado de ganancias y aplicacion o no de armoénicos, al

estudio especifico del abdomen de la rata.

El proceso de descripcidn anatdmica se practico sobre 15 animales, seis hembras de
170-220g y nueve machos de 216-270g. En seis ratas las exploraciones se efectuaron
con sonda ecografica de 10 Mhz y en nueve con sonda de 6-18 Mhz. Los estudios

ecograficos se denominaron respectivamente ECO-1 y ECO-2.

1.4. Criterios morfologicos de patologia

En nuestro modelo experimental, ademas de las masas tumorales, nos encontramos
con pequefias lesiones fibro-inflamatorias en el lecho de la reseccidén hepatica. Estas

lesiones tienen un aspecto de masa, y su posible presencia debe ser tenida en
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consideracion para no ser interpretados errébneamente como implantes tumorales.

Resulta imprescindible caracterizar y diferenciar ecograficamente ambas entidades.
1.4.1 Caracteristicas ecogréficas de las masas fibro-inflamatorias

Con objeto de definir las caracteristicas ecograficas de estas masas inflamatorias y
monitorizar su evolucién, se realizaron varias series de exploraciones en tres grupos

de 24 ratas hepatectomizadas. Descripcion de los diferentes experimentos:

e Grupo ECO-3, n=6, se practicé US a los 11 dias de la hepatectomia, y en él se

definieron las caracteristicas ultrasonograficas de las lesiones.
e Experimento ECO-4, n=9, se realizé US a los 10 y 17 dias de la cirugia.

e Grupo ECO-5, n=9, se obtuvieron series de US a los 20 y 26 dias de la

hepatectomia.

Los dos ultimos grupos permitieron monitorizar la evolucion temporal de las lesiones
fibro-inflamatorias. Las US correspondientes a los grupos ECO-3 y ECO-5, se
realizaron con sonda de 10 Mhz, mientras que en el grupo ECO-4 se utilizé la sonda
multifrecuencia 6-18 Mhz. Tras la realizacion de las US, los animales fueron

sacrificados para cotejar los hallazgos de imagen con los estudios de necropsia.
1.4.2 Caracteristicas ecogréficas de las masas tumorales

La fase de trabajo relativa a la deteccion, caracterizacion y monitorizacién de las
lesiones neoplasicas se practicé sobre un total de 46 animales, 17 machos y 29
hembras de 170-286g, agrupados en siete grupos de experiencias. Mediante sonda

de 10 Mhz se estudiaron 37 ratas:
¢ Animales no hepatectomizados (n=23): experimentos ECO-6 a ECO-9.

¢ Ratas con hepatectomia parcial (n=14): experimentos ECO-10 y ECO-11.
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Por otro lado, nueve animales con hepatectomia parcial, grupo ECO-12, se exploraron

mediante sonda multi-frecuencia de 6-18 Mhz.

De esta manera, se dispuso de siete grupos de animales cuyas principales

caracteristicas pueden ser resumidas de la siguiente manera (tabla 2):

e ECO-6 (n=8) se realizaron US a los 28 (n=4) y 35 dias (n=4) de la inoculacion
tumoral. Tras las US se sacrificaron los animales para cotejar las imagenes

con los hallazgos de la necropsia.

e ECO-7 (n=6) se realizé US seguido de estudio anatomopatolégico a los 32 dias

de inoculacién tumoral.

e ECO-8 (n=5) fue estudiado con US a los 28 y 42 dias. Tras la segunda

exploracién los animales fueron sacrificados.

¢ ECO-9 (n=4) fue explorado a los 70 dias de infusién tumoral.

e ECO-10 (n=6) se practicdé US y estudio patologico a los 21 dias de inoculacion

tumoral.

e ECO-11 (n=8) se realizaron US a los 30 y 36 dias de la siembra tumoral, y las

necropsias tuvieron lugar tras la segunda sesién ecografica.

e ECO-12 (n=9): las US se practicaron a los 20 y 27 dias de la inoculacion

neoplasica. El estudio patoldgico se realiz6 tras la segunda US.

En las exploraciones ecograficas practicadas se valoré la sensibilidad de la técnica a
la hora de establecer el diagndstico de infiltracidon metastasica hepatica, asi como las

caracteristicas ultrasonograficas de las metastasis.
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Tabla 2. Distribucién global temporal de los diferentes experimentos de US practicados.

Semanas de 3 4 5 6 10
evolucion (15-21 dias) (22-28 dias) (29-35dias) (36-42dias) (>63 dias)
ECO-6 T ECO-6 T
" (n=4) (n=4)
n= n=
Hepatectomia
ECO-7 1
US 10 Mhz
ECO-8 (n=6) ECO-8 T
(n=23)
(n=5) (n=5) ECO-9 t
(n=4)
Hepatectomia
ECO-10 t
US 10 Mhz
(n=6) ECO-11 ECO-11 1
(n=14)
(n=8) (n=8)
Hepatectomia
ECO-12 ECO-12 T
US 6-18 Mhz (n=9) (n=9)
n= n=
(n=9)

El signo “t”, indica el momento en que los animales fueron sacrificados para cotejar los resultados de la
US con los de la necropsia.

Como signos de desarrollo neoplasico se consideraron los siguientes hallazgos:

¢ Festoneado del contorno hepatico motivado por abombamientos focales en la

superficie de la viscera.

e Megalias de ldbulos hepaticos caracterizadas por desestructuracién del patrén

ecografico y convexidad de bordes.

¢ Nodulos intra-hepaticos de ecoestructura diferente y distinguible del parénquima

circundante.

¢ Masas solidas de localizacion extra-hepatica.
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1.4.3 Confrontacién de hallazgos ecogréaficos y necrépsicos

Para contrastar los resultados de US con los de necropsia, en ambos se determiné el
numero, localizacion y tamafno de los implantes tumorales. En funcién del tamaro, las
metastasis se agruparon en: <3mm, 3-7mm y >7mm. Cuando la infiltracién neoplasica
fue tan extensa que hizo imposible la cuantificacion y determinacion del tamafo y
numero de los implantes individuales en uno o varios lobulos hepaticos, se usaron

respectivamente los términos I6bulo tumoral o higado tumoral.

En los estudios de necropsia los animales fueron sacrificados mediante anestesia
inhalada (éter) y luxacion cervical. Inmediatamente se procedié a la extraccion
hepatica y a su analisis visual macroscoépico para cuantificar y localizar las metastasis.
Posteriormente se tomaron muestras de algunos especimenes para su estudio
histolégico. Estas muestras fueron fijadas en formol al 10% y posteriormente tenidas
con hematoxilina-eosina, para su estudio con microscopia optica. De esta forma se
corroboré la naturaleza neoplasica de las lesiones reveladas en los estudios de

imagen y en los analisis visuales macroscoépicos de necropsia.

1.5. Evaluacion de parametros hemodinamicos (Ecografia Doppler)

Ademas de los estudios morfolégicos, también se realizaron exploraciones de US-
Déppler para valorar diferentes parametros hemodinamicas en arteria hepatica y vena
Porta. Las US-Doppler se practicaron en el ecografo Logiq 7, con transductor de 10

Mhz.
1.5.1. Adecuacién de la técnica Déppler

En un primer momento, se llevaron a cabo varias series de exploraciones con objeto
de ajustar la técnica de la US-Déppler. Al igual que en los procedimientos de US

bidimensional, los estudios se realizaron bajo anestesia general inducida por

67



José Javier Echevarria Uraga

inoculacion intra-peritoneal de Diazepam y Ketamina, y con los animales
inmovilizados en decubito supino. Estas exploraciones preliminares se practicaron en
seis ratas del experimento ECO-7, en las cinco ratas de ECO-8, y en 4 ratas de ECO-

11.

Las diferentes mediciones se obtuvieron a nivel del hilio hepatico, y se comenzaba por
la evaluacién venosa. Tras la identificacion de la vena Porta se procedia a ubicar y
ajustar el cursor del volumen de muestra al diametro interno del vaso, y se realizaban

las determinaciones hemodinamicas.

En un segundo paso se valoraba la arteria

hepatica. Dado que su identificacion en

imagen bidimensional resultaba muy

-~ . ) . ) Figura 12. Tren de ondas caracteristico de un
dificultosa, en su tedrica ubicacion se practi- vaso arterial.

caban barridos con US-Déppler hasta descubrir un espectro de onda arterial
adyacente a la vena Porta (figura 12). En ese momento se ajustaba al minimo el
tamano del volumen de muestra, y se procedia a la determinacion de los diferentes
parametros. Tanto en el andlisis venoso como en el arterial, el angulo de exploracién

se ajusté al valor mas bajo posible, y siempre menor de 60°.

Las exploraciones se prolongaron durante varios ciclos cardiacos. En cada animal se
practicaron mediciones en al menos tres diferentes trenes de ondas correspondientes
a las distintas velocidades, que permitieron la determinacién de los valores medios,

medidos en cm/s. De esta forma se calcularon:
¢ |la velocidad maxima en vena Porta (pVmax),
e |la velocidad maxima en arteria hepatica (aVmax)

En base a estos datos también fue posible realizar el calculo del IR arterial y de la

razén A/P.
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En ECO-7 se realizaron medidas de velocidades portales a los 32 dias de inoculacion
tumoral, y en ECO-8 a los 28 y 42 dias. En ECO-11 se valoraron tanto los parametros
venosos como arteriales a los 30 y 36 dias de la inoculacion (20 y 26 dias tras la

hepatectomia).

1.5.2. Determinacién de parametros hemodinamicos en diferentes situaciones.

En el proceso de induccion tumoral, los animales son sometidos a diferentes
intervenciones quirdrgicas que alteran la anatomia vascular del territorio hepato-
esplénico. No solo el propio desarrollo de la patologia neoplasica puede afectar los
diferentes flujos vasculares, sino que éstos pueden también verse influidos tanto por
la esplenectomia como por la hepatectomia parcial. Por todo ello, ademas de precisar
los parametros hemodinamicos en condiciones basales, resulta importante determinar
estos valores en las diferentes condiciones descritas, en un intento de descubrir los
hipotéticos cambios exclusivamente atribuibles al desarrollo tumoral. En los diferentes
grupos de experimentos se valoraron pVmax, aVmax, IR y razén A/P; también se tuvo
en consideracion el desarrollo o no de patologia tumoral en aquellos animales

inoculados con células neoplasicas.

A continuacion se describen los detalles de cada uno de los grupos o series de

animales sometidos a valoracion con US-Déppler (tabla 3):

e Experimento ECO-13(D), estudio de valoracion de las velocidades e indices en
condiciones basales sobre un grupo de 13 ratas no manipuladas con pesos de

263-300g.

e Experimento ECO-14(D), estudio del efecto de la hepatectomia parcial en un
grupo inicial de 10 ratas, no manipuladas previamente, con pesos de 271-
297g. Las US-Doppler se practicaron a los 2 (n= 10), 14 (n=9) y 21 (n= 4)

dias de la hepatectomia.
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e Experimento ECO-15(D), valoracion hemodinamica de 12 ratas de 238-273g con
inoculacion tumoral, esplenectomia y hepatectomia parcial. Se realizaron dos
tandas de US-Déppler a los 2 (n=12) y 14 (n= 9) dias de las hepatectomias,
que se correspondian respectivamente con los dias 12 y 24 tras la inoculacién

tumoral.

e Experimento ECO-16(D), evaluacion de 6 ratas de 233-286g, a las que se
realizd esplenectomia y hepatectomia parcial, pero no inoculacion tumoral. Se
practico US-Déppler previa a la cirugia, y a los 5 (n=5), 14 (n=4) y 19 (n= 4)
dias de la hepatectomia, respectivamente dias 15, 24 y 29 tras la

esplenectomia.

e Experimento ECO-17(D), valoracién de 6 ratas de 249-274g, a las que se realizé
inoculacién tumoral y esplenectomia seguido a los 10 dias de hepatectomia
parcial. Se practicé US-Ddppler previa a la cirugia y a los 5, 14 y 19 dias de la
hepatectomia, respectivamente dias 15, 24 y 29 tras la esplenectomia e

inoculaciéon tumoral.

Tabla 3. Descripcion de las diferentes series Doppler.

) US-Déppler Inoc / Hepatec 12 sem. 22 sem. 32 sem.

Experimento ) ) ) )
Basal Esplenec Dia 0 1-7 dias 8-14 dias 15-21 dias

ECO-13(D) Si NO/NO NO - - -
ECO-14(D) NO NO/NO Si Dp (12) Dp (24) Dp (31)
ECO-15(D) NO Si/si Si Dp (12) Dp (24) -
ECO-16(D) Si NO/SI Si Dp (15) Dp (24) Dp (29)
ECO-17(D) Si Si/si Si Dp (15) Dp (24) Dp (29)

Los tiempos del encabezamiento parten de la Hepatectomia, dia 0. Dp: indica la realizacion de la serie,
en paréntesis los dias transcurridos desde el momento de la inoculacién tumoral y/o esplenectomia.
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De acuerdo con los experimentos practicados, la valoracion hemodinamica basal se
realiz6 en las series ECO-13(D), ECO-16(D) y ECO-17(D). El efecto de la
hepatectomia se determiné en ECO-14(D). En funcién del conocimiento de los efectos
derivados de la hepatectomia, los cambios motivados por la esplenectomia serian
calculadas en ECO-16(D). Finalmente, y en funcion de las determinaciones previas, el
efecto de la inoculacién tumoral podria ser valorado en base a ECO-15(D), ECO-

17(D) y ECO-11 (tabla 4).

Tabla 4. Determinacion de los parametros hemodinamicos en funcion de los diferentes grupos de
experimentos.

Determinacion Identificacion 12 sem. 223 sem. 32 sem.
hemodinamica US-Déppler 1-7 dias 8-14 dias 15-21 dias

ECO-13(D) (n=13)
ECO-16(D) (n= 6)
ECO-17(D) (n=6)

Condiciones
Basales

Hepatectomia ECO-14(D) Dp (n=10) Dp (n=9) Dp (n=4)

Esplenectomia
& ECO-16(D) Dp (n=5) Dp (n=4) Dp (n=4)

Hepatectomia

ECO-15(D) Dp (n=12) Dp (n=9)
Inoculacion
& ECO-17(D) Dp (n=6) Dp (n=6) Dp (n=6)
Esplenect./Hepatect. ECO-11 Dp (n=4)

Dp: indica la realizacion de la serie.
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2. Resonancia Magnética hepatica

2.1. Equipamiento

Las exploraciones de RM se realizaron en un equipo de uso clinico Siemens
"Symphony" de 1,5 T. Ademas, para la practica de los estudios fue necesario utilizar

una bobina de craneo (figura 13).

Figura 13. Equipo de RM.
Bobina de craneo conectada a la mesa de exploracion.

2.2. Técnica de exploracion

La RM es una técnica de imagen muy sensible a los artefactos de movimiento, por lo
que resulta fundamental mantener una adecuada inmovilizacion en el animal a
explorar. Sin embargo, siempre existe un cierto artefacto de movimiento que no es
posible eliminar y que proviene de los latidos cardiacos y de las excursiones

respiratorias.
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2.2.1. Preparacion de los animales

Los procedimientos de RM se llevaron a cabo bajo anestesia general inducida por
inoculacion intra-peritoneal de Diazepam (5mg/kg) combinada con Ketamina
(100mg/kg, i.p.). Para facilitar la manipulacion de los animales, éstos, en grupos de
tres, fueron dispuestos en posicion de decubito supino en el interior de una cubeta de
plastico. Posteriormente eran inmovilizados mediante unas bandas de sujecion, y todo
el sistema era introducido en el centro de la bobina de craneo (figura 14). Finalmente

los animales se pasaban al interior del iman.

Figura 14. A. Animales en cubeta de plastico. B. Sistema en la bobina de craneo y sobre la mesa de
exploracion.

2.2.2. Realizacién de las exploraciones

En los estudios morfolégicos se usaron secuencias de RM potenciadas en T1, T2, DP,
EG y STIR (tabla 5), mediante las que se obtuvieron series de imagenes en
proyecciones axiales y coronales. Del total de series realizadas, se seleccionarian
posteriormente aquellas que mejor permitiesen tanto el estudio de la anatomia, como

de la patologia tumoral e inflamatoria.
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Tabla 5. Parametros técnicos de las secuencias de RM.

Secuencia/Plano TR (ms) TE (ms) | Angulo | Matriz Espesor de m
Corte (mm) (ms)
T1/ Coronal 651 24 90° 160x160 2,5 -
DP/ Coronal 1900 25 150° 150x150 2 -
DP/ Axial 2500 25 70° 113x180 3 -
T2/ Coronal 2170 100 150° 150x150 2 -
STIR/ Coronal 3410-4200 29 150° 169x160 3 130
STIR/ Axial 3600 44 150° 112x140 3 130
EG/ Coronal 120 4.1 20° 150x150 3 -
EG/ Axial 120 14,1 20° 150x150 3 -

Se realizaron varias secuencias STIR coronal modificando el TR, y conservando el resto de parametros.

El desarrollo del proceso de adquisicion y analisis de las imagenes en cada grupo de
tres animales se prolongé durante 30-40 minutos. Dado que los hallazgos de imagen
serian posteriormente cotejados con los resultados de necropsia, todas las ratas

fueron identificadas con un cédigo de colores rotulado en la base de la cola.

2.3. Evaluacion anatémica del higado sano

A fin de describir la anatomia hepatica y de realizar una evaluacién preliminar de la
utilidad de los distintos tipos de secuencias aplicadas, en esta primera fase del estudio

se evaluaron tres ratas macho sanas, de 278-311g, experimento RM-1.

Las diferentes secuencias deberian poseer la suficiente capacidad de resolucién para
identificar e independizar las visceras sélidas, las asas intestinales y las estructuras
vasculares principales. Con estos objetivos, se realizaron las series de imagenes

potenciadas en T1, DP, T2, STIRy EG.
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2.4. Valoraciéon morfoldgica de la patologia

Como ya se ha descrito en el apartado dedicado a la US, los hallazgos patolégicos
identificables en imagen pueden corresponder tanto a lesiones de tipo neoplasico,
como a masas de estirpe fibro-inflamatoria, secundarias al proceso quirdrgico de
induccidon tumoral. En las diferentes secuencias de imagen no solo se intentd
conseguir la identificacion de la patologia, sino también el diagnostico etioldgico,

neoplasico o inflamatorio, de la misma.
2.4.1 Caracteristicas en imagen de los diferentes hallazgos patolégicos

Al objeto de definir las caracteristicas de las lesiones neoplasicas y de las masas
inflamatorias, se realizaron exploraciones de RM en tres grupos de nueve animales

(tabla 6). Descripcion de los diferentes experimentos:

e Experimento RM-2, n=3, ratas de 170-220g sin hepatectomia parcial. La
exploracion se practicé a los 28 dias de la inoculacién tumoral. En este
experimento se definieron las caracteristicas de lesiones malignas en estadio
precoz y también se seleccionaron las secuencias mas iddéneas para su

valoracion.

e Experimento RM-3, n=3, ratas de 190-300g no hepatectomizadas. Los estudios
de RM se practicaron a los 33 dias de la inyeccion tumoral. En este

experimento se estudiaron las lesiones tumorales en estadio mas avanzado.

e Experimento RM-4, n=3, desarrollado en ratas de 217-262g, a las que se habia
practicado hepatectomia parcial a los 10 dias de la inoculacion tumoral. La RM
fue realizada a los 20 dias del in6culo. En esta serie se evaluaron las
caracteristicas de las lesiones tumorales, pero fundamentalmente las masas

de tipo inflamatorio.
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Tras la realizacion de los estudios de imagen, los animales fueron sacrificados para

comparar los hallazgos observados en la RM con los de la necropsia.

Tabla 6. Distribuciéon temporal de los diferentes experimentos de RM practicados.

Semanas de 3 4 =
evolucion (15-21 dias)  (22-28 dias)  (29-35 dias)
No
) RM-2 1 RM-3 t
Hepatectomia
(n=3) (n=3)
Hepatectomia RM-4 t
(n=3)

El signo “t”, indica el momento en que los animales fueron sacrificados para cotejar RM y necropsia.

En todo este proceso se valord la sensibilidad de la técnica a la hora de identificar la
patologia metastatica, y la capacidad de discernir entre lesiones malignas e

inflamatorias en funcion de las diferentes caracteristicas de las mismas.
Como signos de desarrollo tumoral se consideraron los siguientes hallazgos:

e Megalias de Iébulos con intensidad de sefal alterada y distinguible del
parénquima sano, caracteristicamente hiperintensos en secuencias

potenciadas en T2 y STIR.

¢ Nodulos de intensidad de sefal elevada en secuencias T2 y STIR, rodeados de

parénquima hepatico con intensidad de sefial normal.

e Masas de similares caracteristicas de senal a las descritas anteriormente, pero

de localizacion extra-hepatica.

Por otro lado, en las lesiones de tipo fibro-inflamatorio también era predecible
encontrar una alteracidon en la intensidad de la sefal similar a la descrita en las

metastasis.
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Como signos mas sugestivos de lesidén benigna se consideraron:
¢ Masas hiperintensas de localizacién tipica, sub-diafragmatica izquierda.

¢ Masas con focos de vacio de sefal en su interior, motivados por la presencia de

burbujas gaseosas.
2.4.2 Confrontacion de los hallazgos de RM con la necropsia

Para contrastar los resultados de la RM con los de necropsia, en ambos
procedimientos se determind el numero, localizacion y tamafio de los implantes
tumorales. Cuando la infiltracién neoplasica fue tan extensa que hizo imposible la
cuantificacién y determinacion del tamano y nimero de los implantes individuales en
uno o varios lébulos hepaticos, se usaron respectivamente los términos l6bulo tumoral

o higado tumoral.

En los estudios de necropsia, los animales fueron previamente sacrificados mediante
anestesia inhalada (éter) y luxacion cervical. De forma inmediatamente posterior, se
procedié a la extraccion hepatica y al analisis visual macroscépico de la viscera, en
busca de implantes tumorales. Con el fin de no perder nédulos situados en el espesor
del parénquima hepatico, cada Iébulo se dividid en secciones de unos 2-3mm de

espesor.
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3. Evaluacién hepética con Tomografia Computada Multi Corte

3.1. Equipamiento

Los estudios de TCMC se practicaron en un escaner Siemens “Somaton Sensation

10”, dotado de 10 detectores (figura 15).

En la adquisicién de las secuencias se
emplearon los parametros descritos en

la tabla 7. Para el trabajo de pos-

procesado se contd con el software

“syngo CT 2006G”, que ademas de las

habituales imagenes en proyeccion

axial, permitia también generarlas en

) . Figura 15. Escaner Multi Corte.
diferentes planos y con diferentes

espesores de corte. De esta forma fue posible la practica de reconstrucciones multi-
planares (MPR), proyecciones en maxima intensidad de sefal (MIP) vy

reconstrucciones volumétricas (VR).

Tabla 7. Parametros de adquisicion de TCMC.

Colimacion del detector 10x 0,75 mm
Tiempo de rotacién 500 ms
Voltaje 120 Kv
Amperaje 130 mAs
Espesor de corte 1 mm

3.2. Técnica de exploracion

La realizacion de las exploraciones hepaticas con TCMC, requiere de la

administracion intravenosa de un fluido yodado que permita incrementar la resolucion
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de contraste de esta técnica de imagen. Este liquido o contraste yodado, se inyecta
habitualmente por una via venosa periférica de grueso calibre que permita su infusién
en bolo. En el presente trabajo, la administracién del contraste se efectud a través de
la vena femoral izquierda, y se us6 un fluido con una concentraciéon de yodo de

300mg/ml.
3.2.1. Preparacion de los animales

Para la practica de los estudios, los animales se encontraban inmovilizados en
decubito supino y anestesiados con la combinacion estandar utilizada a base de

Diazepam (5mg/kg, i.p.) y Ketamina (100mg/kg, i.p.).

En la base de la extremidad inferior izquierda se realizaba una incision de 1cm de
longitud, mediante la cual se abria un ojal en la piel de la rata que permitia visualizar
el paquete vasculo-nervioso femoral. Para exponer la vena femoral, se practicaba una
cuidadosa diseccion roma de la zona. Una vez identificada la vena, se canalizaba con
una aguja de 30G que se encontraba conectada a un catéter prolongador. A este
dispositivo se aplicaba una jeringa pre-cargada con el contraste yodado.
Seguidamente la rata era introducida en el escaner, se le inyectaba el contraste

(1ml/kg, i.v.) e inmediatamente se lanzaba la exploracién.

Una vez finalizada la misma, se sacaba al animal del escaner y se retiraba el sistema
de infusién del contraste. Tras unos momentos de compresién vigorosa para favorecer

la hemostasia, se suturaba la herida quirurgica.
3.2.2. Anédlisis y post-procesado de las imagenes

Inicialmente, se obtuvieron de cada rata 180 cortes axiales de 1mm de espesor, que
abarcaban todo el area toraco-abdominal. Posteriormente, y mediante el software de
reconstruccion, estas imagenes fueron tratadas para conseguir diferentes

proyecciones axiales, coronales y sagitales, con espesores de corte de entre 5 y
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10mm. De este modo fue posible el estudio tridimensional del abdomen murino,
proceso que globalmente, incluida la fase de preparacién y la de analisis de datos, se

prolongd en cada animal durante 40 minutos.

3.3. Evaluacién morfoldgica de la patologia hepética

Las caracteristicas de las lesiones neoplasicas hepaticas y fibro-inflamatorias se
estudiaron en dos ratas macho de 300 g de peso. En estos dos animales se realizaron
los estudios de TCMC a los 21 dias de la inoculacion tumoral. En ambas ratas se
habia practicado hepatectomia parcial para estimular el desarrollo tumoral. Los
hallazgos de imagen fueron posteriormente cotejados con los de necropsia, segun la

técnica descrita en los apartados previos.
Como criterios de patologia se contemplaron los siguientes:

e Deteccion de lesiones intra-hepaticas nodulares hipo o hipercaptantes respecto

del parénquima adyacente.
o Masas extra-hepaticas con captacién de contraste.
e Masas con periferia hipercaptante y con ausencia de realce en el interior.

Los dos primeros criterios definirian las lesiones de tipo neoplasico, mientras que el

tercero corresponderia a las lesiones de tipo fibro-inflamatorio.
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Desarrollo, monitorizacion y vehiculizacion del

magnetofluido.

En este tercer apartado se expondra el proceso de elaboracién de un fluido con
propiedades magnéticas y con potencial capacidad de induccién térmica. Asimismo, se
describiran los procedimientos de administracién vascular del fluido magnético y los

procesos enfocados a verificar su vehiculizacion en higados de animales sanos.

1. Desarrollo y monitorizacion “in vitro” del magnetofluido

Las nanoparticulas magnéticas son capaces de generar una transferencia de energia
inductora de hipertermia al ser expuestas a un campo magnético externo. A
continuacion se describe la elaboracion de un fluido magnético a base de
nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro suspendidas en el contraste yodado de
base grasa lipiodol®, con hipotética capacidad de inducir una hipertermia en aquellos

tejidos en los que sea depositado.

1.1. Nanoparticulas magnéticas: obtencién y caracterizacion

En este proyecto se ha trabajado con nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro
Fe;04, que han sido obtenidas mediante la reduccidén de precursores inorganicos u
organometalicos, por medio de agentes quimicos. En este sentido, la adecuada
reduccion de sales de hierro mediante un poliol ha permitido la obtencién de
nanoparticulas de Fe;O, con tamafos comprendidos entre 3 y 8 nm, rodeadas de

acido oleico.

La caracterizacion de las nanoparticulas se ha realizado mediante distintas técnicas.

El tamafio de las nanoparticulas y su dispersién mediante microscopia electronica de
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transmision, y la caracterizacion magnética mediante magnetémetros SQUID y

espectroscopia Mdssbauer (figura 16).

et 2
2%11
Figura 16. Imagen de Figura 17. De izquierda a derecha, lipiodol® sélo y con
nanoparticulas magnéticas cantidades progresivamente superiores de nanoparticulas
en microscopia electronica magnéticas en suspension. El lipiodol®, amarillo palido, se torna
de transmision. marrén oscuro cuando le son afadidas las nanoparticulas.

1.2. Preparacién del magnetofluido

El lipiodol® es un aceite yodado, cuyo uso en el ambito radioléogico ha quedado
restringido a su aplicacion en los procedimientos de embolizacion trans-arterial de
neoplasias hepaticas, dada su tendencia a quedar retenido en la desorganizada
neovascularizacion tumoral. Las nanoparticulas magnéticas obtenidas mediante el
proceso de sintesis previamente descrito y rodeadas de acido oleico, resultan aptas
para ser suspendidas en este aceite mediante un proceso de ultrasonificacion.
Teniendo en cuenta las propiedades del lipiodol® y de las nanoparticulas de Fe;O4, se
obtuvieron varias suspensiones con diferentes concentraciones de nanoparticulas, al
objeto de determinar la maxima cantidad de metal susceptible de ser vehiculizada por

unidad de volumen de contraste. Descripcion de las suspensiones (figura 17):
e 20mg de nanoparticulas en 6ml de lipiodol®, concentracion obtenida: 3,3mg/ml.
¢ 40mg de nanoparticulas en 6ml de lipiodol®, concentracién obtenida: 6,6mg/ml.

e 80mg de nanoparticulas en 6ml de lipiodol®, concentracion obtenida: 13,2mg/ml.
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Posteriormente, se tomaron muestras de las diferentes suspensiones para someterlas
a pruebas de imagen con RM, y valorar la intensidad de sefal de los fluidos al ser
expuestos a las distintas secuencias de RM. Dado que la RM es una técnica muy
sensible a la presencia de sustancias ferromagnéticas, resultaria interesante
determinar la competencia de esta técnica de imagen a la hora de discernir entre
fluidos con diferentes concentraciones de nanoparticulas metalicas. Los resultados asi
obtenidos resultarian de utilidad en el disefio y evaluacién de los experimentos
ulteriores, en los que se aplicarian por via vascular diferentes suspensiones de

nanoparticulas metalicas para estudiar su distribucién hepatica, in vivo.

1.3. Monitorizacién con imagen del magnetofluido

Tres muestras de los fluidos con diferentes concentraciones de nanoparticulas y una
muestra de lipiodol®, fueron valoradas con diferentes secuencias de RM potenciadas

en T1, STIRy EG (tabla 8).

Tabla 8. Parametros técnicos de las secuencias de RM.

Secuencia | TR(ms) | TE(ms) | Angulo Matriz Ef)?tees?rgri(; (r;1ns)
T 651 24 90° 160x160 2,5 -
STIR 3600 29 150° 169x160 3 130
EG 120 4 20° 150x150 3 -
EG 120 14 20° 150x150 3 -
EG 120 19 20° 150x150 3 -

En esta experiencia se describieron las caracteristicas de intensidad de sefal de las
diferentes suspensiones de nanoparticulas metalicas, respecto del lipiodol®. Es decir,

se valoro si les suspensiones eran hipo, hiper o isointensas respecto al lipiodol®.
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2. Vehiculizacion “in vivo” del magnetofluido

Tras valorar las distintas concentraciones de metal susceptibles de ser solubilizados
en el lipiodol®, y una vez caracterizadas por imagen las diferentes suspensiones, se
procedio a la practica de estudios de administracion vascular de los magnetofluidos en

ratas WAG/RIijCrl.

2.1. Estudios de administracion por via intravenosa

En un primer momento se realizaron varios experimentos de infusion intra-vascular a

través de abordaje venoso, al mostrar éste una menor complejidad técnica.
2.1.1. Descripcién de la técnica de infusién venosa

La practica de los procedimientos de infusion vascular de los fluidos precisa de una
adecuada induccién anestésica. Esta se consiguié por inoculacién de Diazepam (5

mg/kg, i.p.) combinada posteriormente con Ketamina (100 mg/kg, i.p.).

Figura 18. Tras la laparotomia se identifica la vena Porta en el hilio hepatico. Cuando se extraen
las asas intestinales, la vena ileo-cdlica (flecha azul) se aprecia con nitidez.

Una vez anestesiado, el animal era inmovilizado en decubito supino y se le practicaba
una laparotomia media sub-xifoidea de 2cm de extension. Tras extraer el estbmago y

el ciego, tanto la vena Porta como la vena ileo-colica quedaban expuestas, y eran
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susceptibles de ser puncionadas (figura 18). Posteriormente, usando una aguja de
30G, se procedia a inyectar directamente los diferentes magnetofluidos que habian
sido previamente cargados en jeringas de 1ml. Finalizada la inyeccién se retiraba la
aguja, se practicaba hemostasia mediante compresién vigorosa y se suturaba la

laparotomia.
2.1.2. Evaluacion de la infusién con técnicas de imagen

Al igual que en lo descrito en los apartados dedicados a la monitorizacién de las
suspensiones in vitro, y a la caracterizacion por imagen del modelo experimental
tumoral, también se puede obtener una monitorizacién de la infusién vascular de los
fluidos aplicando técnicas de imagen. En este ambito, y a priori, se estimaron como
procedimientos de utilidad practica la RM y la TCMC. En ambas técnicas de imagen se
emplearon las mismas maquinas y, en general, idénticas técnicas de obtencion y

reconstruccidén de imagenes a las descritas en los capitulos anteriores.

En lo referente a la valoracién con TCMC, dado que el lipiodol® es un fluido yodado
que queda retenido, al menos temporalmente, en los sinusoides hepaticos, no se
requiri6 de administracién adicional de otro medio de contraste para visualizar la
anatomia hepatica. Tras la administracion de las suspensiones, se realizaron las

exploraciones de TCMC para comprobar la idoneidad del procedimiento de infusién.
Criterios en TCMC, de correcta administracion e infusion:

e Higado con realce homogéneo, hiperdenso, motivado por la presencia de

lipiodol® en su arbol vascular.

¢ Ausencia de extravasaciones de contraste en la zona de puncion, caracterizados

por acumulos hiperdensos retroperitoneales.

¢ Ausencia de depdsitos intravenosos groseros de contraste.
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Respecto a la RM, la presencia de sustancias paramagnéticas en el parénquima
hepatico induciria una disminucion de la intensidad de sefal procedente del higado.
Este hallazgo se deberia hacer especialmente patente en las secuencias potenciadas

en EG. Criterios en RM de correcta difusion de los fluidos al higado:

e Homogénea disminucién de la intensidad de sefial del parénquima hepatico en

secuencias EG.

¢ Incremento de la hipointensidad hepatica en secuencias EG con TE mas

prolongado.

e Aumento de la hipointensidad hepatica al incrementar la concentracién de

nanoparticulas metalicas suspendidas en lipiodol®.

e Ausencia de extravasaciones de magnetofluido hacia retroperitoneo,
caracterizadas por la aparicién focos de vacio de sefial y severos artefactos de

susceptibilidad magnética por presencia de altas concentraciones de metal.

En los experimentos de RM se usaron idénticas secuencias a las descritas en la tabla
8, del apartado 1.3. La descripcion de la intensidad de sefial hepatica se hizo en
comparacién con la sefial de la masa muscular. Esta era, en general, bien apreciada
en las porciones proximales de las extremidades inferiores. En este contexto, la
denominacién higado hipointenso, traduciria un higado con intensidad de sefial menor
al musculo, higado hiperintenso supondria que la viscera mostraba una sefial superior
al musculo, y el témino higado isointenso, haria referencia a la situacion en la que el

higado y el musculo mostrasen una intensidad de sefal similar.
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2.1.3. Experimentos de infusiéon hepatica de fluidos por via venosa

Al objeto de estudiar la viabilidad de la administraciéon vascular de los fluidos
magnéticos, asi como de evaluar la eficacia de las técnicas de imagen en la
monitorizacién de los procedimientos de infusion, se realizaron cuatro grupos de

experimentos.
Todos los procesos se realizaron en ratas hembra de 170-190g. Descripcion:

e Experimento NanoMag-Portal 1, n=3. Infusion a través de vena Porta de entre
0,15 y 0,3 ml de una suspension de nanoparticulas con concentracion de metal
de 10mg/ ml de lipiodol®. A las 24 horas los animales fueron sacrificados y se

les practicé TCMC (tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas del experimento NanoMag-Portal 1. np: nanoparticulas.

Magnetofluido
TCMC | RM
Concentracion mg Dosis de Dosis lipiodol® | Dosis lipiodol®
np/ ml lipiodol® np (mg) absoluta (ml) relativa (ml/kg)
10 mg/ ml 1,5-3mg 0,15-0,3 ml 0,8-1,6 ml/kg Sl NO

¢ Experimento NanoMag-Portal 2, n=5. En tres animales se procedié a infundir a
través de vena Porta, 0,3 ml de diferentes suspensiones de nanoparticulas con
concentraciones de hierro de 3,3mg/ml, 6,6mg/ml y 13,3mg/ml. Un animal no
recibié infusién, y a otro se le administraron 0,3 ml de lipiodol® solo. Ambos
serian usados como controles en los estudios de imagen. A las 72 horas, y con
los animales sedados, se practicaron estudios de TCMC y RM (tabla 10). En la

RM se realizaron secuencias T1, EG y STIR.
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Tabla 10. Caracteristicas del experimento NanoMag-Portal 2. np: nanoparticulas.

Magnetofluido
TCMC | RM
Concentracién mg Dosis de Dosis lipiodol® | Dosis lipiodol®
np/ ml lipiodol® np (mg) absoluta (ml) relativa (ml/kg)
3,3-13,2 mg/ ml 1- 4 mg 0,3ml 1,6 ml/kg Sl Sl

e Experimento NanoMag-Portal 3, n=4. A dos ratas se les infundié 0,3ml de una
suspension con 20mg de nanoparticulas de hierro por ml de lipiodol®. Un
animal no recibié suspensién, y al cuarto se le administrd lipiodol® solo. La
inyeccidn se realizé por puncion portal directa. En las 24 primeras horas tras la

infusion se les realiz6 TCMC y RM (tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas del experimento NanoMag-Portal 3. np: nanoparticulas.

Magnetofluido
TCMC | RM
Concentracion mg Dosis de Dosis lipiodol® | Dosis lipiodol®
np/ ml lipiodol® np (mg) absoluta (ml) relativa (ml/kg)
20 mg/ ml 6 mg 0,3ml 1,6 ml/kg Sl Sl

e Experimento NanoMag-Portal 4, n=4. A través de vena ileo-cdlica, los animales
recibieron 0,2ml de suspension de nanoparticulas a concentracion 20mg/mi
(tabla 12). En este experimento se valord el tiempo de permanencia del
lipiodol® en el arbol vascular hepatico, realizandose exploraciones de TCMC a
las 24 horas de la infusién y a los 12 y 33 dias. También se estudiaron los
posibles efectos embolizantes del magnetofluido en el parenquima hepatico.

Asi, tras la realizacion de la ultima TCMC, los higados fueron extraidos y

88



Material y Métodos

fijiados en formol. Posteriormente se tomaron muestras hepaticas que fueron

tefidas con hematoxilina-eosina y evaluadas bajo microscopia éptica.

Tabla 12. Caracteristicas del experimento NanoMag-Portal 4. np: nanoparticulas.

Magnetofluido
TCMC | RM
Concentracién mg Dosis de Dosis lipiodol® | Dosis lipiodol®
np/ ml lipiodol® np (mg) absoluta (ml) relativa (ml/kg)
20 mg/ ml 4 mg 0,2 ml 1 ml/kg Sl NO

2.2. Evaluacién de infusiéon mediante imagen y espectrometria

La determinacion de la correcta infusion de las nanoparticulas magnéticas de hierro,
ademas de con técnicas cualitativas de imagen, puede también realizarse con pruebas
cuantitativas de laboratorio tales como la espectrometria. En este ambito, en el
experimento NanoMag-Espectro se evalué la presencia de hierro administrado como
nanoparticulas magnéticas de Fe;O,, en tejido hepatico sano. Para ello, se tomaron
muestras de higados procedentes de ratas que habian recibido una infusion de
magnetofluido a base de nanoparticulas y lipodol, a través de la vena ileo-célica. El
proceso de administracién del fluido fue idéntico al descrito en el apartado en el que se

detalla la técnica de infusion venosa, y el experimento se monitorizé con RM.
2.2.1. Descripcion de la técnica de andlisis con espectrometria

El analisis elemental de hierro se realizé mediante ICP-MS (inductively coupled
plasma-mass spectrometry) en un aparato Elan 9000, de Perkin-Elmer Sciex.
Previamente, las muestras analizadas fueron sometidas a un proceso de digestion con
acido nitrico concentrado, en un horno microondas Multiwave 3000, de Anton Paar. La

cuantificacion de los analitos se realizé mediante calibracidon externa, y todo el proceso
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de analisis se encontraba adecuadamente validado mediante el uso de materiales de

referencia de laboratorio y de otros certificados.

Las muestras estaban constituidas por 0,7-1,1g de tejido hepatico, y el proceso de
espectrometria permiti6 determinar la concentracion de hierro en microgramos por

gramo de tejido.

En condiciones normales existe una cierta cantidad de hierro hepatico intrinseco,
ubicado principalmente en los hepatocitos y en la hemoglobina de la sangre,
detectable con espectrometria e indistinguible del hierro exégeno. Por esta causa fue
preciso tomar también muestras de un grupo de ratas de control, con objeto de
cuantificar estas concentraciones basales de metal. Los valores medios de
concentracion de hierro asi obtenidos serian posteriormente sustraidos de los valores
determinados en las muestras de los animales infundidos con los fluidos. De este
modo se conseguiria estimar de forma aproximada, la cantidad de hierro atribuible a

administracién exégena.
2.2.2. Experimentos de infusién venosa, monitorizacién con RMy espectrometria

El experimento NanoMag-Espectro se practicé en 12 ratas macho, sanas, de 280-
300g. Los animales se dividieron en tres grupos, un grupo control y dos grupos a los
que se les administraron diferentes cantidades de magnetofluido. En todos los
animales, y de forma previa a realizar los analisis de laboratorio, se practicaron
secuencias de RM, T1 y EG, para valorar las caracteristicas de la sefial hepatica y
verificar la correcta infusion. En los procedimientos de inyeccion vascular de los fluidos
y en los de imagen, los animales se anestesiaron por inoculacion de Diazepam (5
mg/kg, i.p.) combinada posteriormente con Ketamina (100 mg/kg, i.p.). Tras la RM
fueron sacrificados mediante luxacidn cervical. Posteriormente se realizé la extraccién

hepatica, el pesaje de la viscera y la toma de muestras para analisis de
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espectrometria. Todos los especimenes, una vez identificados, se congelaron en seco

a -20° C hasta su procesado. Descripcién de los diferentes grupos (tabla 13):

NanoMag-Espectro 0, grupo de control, n=4. Ratas no infundidas. Se les
realizd6 RM, extraccidbn hepatica, pesaje, y toma de muestras para

espectrometria.

NanoMag-Espectro 1, n=4. Ratas infundidas con 0,25ml de fluido magnético
constituido por lipiodol® y nanoparticulas, suspensiéon: 12mg/ml. A las 24
horas de la inyeccién se les realizé6 RM, extraccién hepatica, pesaje y toma de

muestras.

NanoMag-Espectro 2, n=4. Ratas infundidas con 0,35ml de fluido magnético
constituido por lipiodol® y nanoparticulas, suspension: 12mg/ml. A las 24
horas se les practic6 RM, hepatectomia, pesaje y toma de muestras para

espectrometria.

Tabla 13. Experimentos NanoMag-Espectro. np: nanoparticulas. Esp: espectrometria

Magnetofluido: 12mg de np Fe3O4/ ml lipiodol®

RM Esp

- Dosis de Dosis lipiodol® Dosis lipiodol®

Identificacion )

np (mg) absoluta (ml) relativa (ml/kg)
NanoMag-Espectro O - - - Sl Si
NanoMag-Espectro 1 3mg 0,25 ml 0,8 ml/ kg Sl Sl
NanoMag-Espectro 2 4,2 mg 0,35 ml 1,2 ml/ kg Sl Sl

En todos los experimentos se estimd la cantidad total de hierro hepatico en base al

producto obtenido de multiplicar el peso de la viscera y la concentracion de metal

determinado en la espectrometria.
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2.3. Estudios de administracién por via intra-arterial

Tras determinar las suspensiones mas susceptibles de ser administradas con mayor
seguridad por via vascular, se procedié a desarrollar la técnica de administracion por

via arterial, a través de tronco celiaco.
2.3.1. Descripcién de la técnica de infusion arterial

El procedimiento de infusidon de los fluidos magnéticos requiri6 de la adecuada
induccién anestésica, la cual fue mediada por la administracién de Diazepam (5 mg/kg,
i.p.) combinada posteriormente con Ketamina (100 mg/kg, i.p.). Inicialmente se
practicaba una laparotomia media sub-xifoidea de 3cm de longitud, que permitia
exponer los vasos arteriales viscerales tras la retraccion del higado y del estobmago.
Mediante el uso de un microscopio binocular quirtrgico (Leika M651) y tras identificar
el tronco celiaco, se ligaban con grapas quirurgicas removibles sus ramas principales
excepto la arterial hepatica, en un intento de derivar hacia la misma la mayor parte del

flujo vascular celiaco (figura 19).

Figura 19. Exposicion de tronco celiaco y sus ramas principales.

A. Se indica el area de abordaje arterial (flecha amarilla) y el lugar donde debe ubicarse la ligadura
reversible (flecha negra) para forzar el flujo hacia la arteria hepatica. B. Una vez ligados los vasos, se
procede a realizar la puncién del tronco celiaco en el punto indicado (flecha amarilla).
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Posteriormente se realizaba puncién directa del tronco celiaco mediante una aguja de
30G, la cual se encontraba conectada a un catéter prolongador y a una bomba de
infusion pre-cargada con los fluidos magnéticos. Una vez aplicado todo el dispositivo
se procedia a la infusidén lenta (3 minutos) y selectiva de las suspensiones. A
continuacion todo el sistema era retirado, se practicaba ligadura reversible de la arteria
celiaca y compresién vigorosa para hemostasia. Finalmente, tras eliminar los sistemas

de oclusion vascular, se suturaba la laparotomia.
2.3.2. Experimentos de infusién intra-arterial y monitorizacién con imagen

En un primer momento se evalué la viabilidad de la infusion por inyeccion directa del
tronco celiaco, experimento NanoMag-Arterial 1. Para ello se procedié a administrar a
un grupo de 10 ratas macho sanas, de 294-345g, diferentes cantidades de lipiodol®.
Las dosis de lipiodol® oscilaron entre 0,57ml/kg y 0,94ml/kg. En estos animales se
ensayo la técnica quirirgica y se controld ademas la tolerancia al lipiodol® intra-
arterial. En aquellas situaciones en las que se produjo la muerte del animal en las
primeras tres horas tras la administracion intra-arterial del lipiodol®, se procedi6 a la
extraccion del higado y a su conservacion en formol para posteriormente estudiarse

mediante TCMC.

En el experimento NanoMag-Arterial 2, se evalud posteriormente, la correcta difusion
del lipiodol® por el parénquima hepatico y la idoneidad del procedimiento de infusion.
En cinco ratas macho de 306-324g, se procedid a la administracion intra-arterial de
lipiodol® a dosis de entre 0,49ml/kg y 0,94 mi/kg, y a la practica de TCMC en las
primeras 12 horas tras la inyeccién. En estos animales, al igual que en el apartado
referido a la evaluacion con técnicas de imagen de la infusidon por via venosa, la

observacién en la TCMC de un higado hiperdenso, asi como la ausencia de
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extravasaciones en la zona de puncion o de depdsitos intra-vasculares groseros, se

consideraron signos fidedignos de correcta administracion del lipiodol®.

En estos experimentos se administré lipiodol® soélo, puesto que los aspectos relativos
a la suspension y administracion vascular de fluidos con diferentes concentraciones de
nanoparticulas, su difusién en parénquima hepatico, evaluacién con espectrometria y
comportamiento en imagen de RM, habian sido extensamente estudiados en el

apartado de infusion por via venosa.
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Administracion intra-arterial del magnetofluido en el

modelo experimental de metastasis hepaticas multiples

En este capitulo se expondra el proceso de administracion de un fluido magnético por
via de arteria hepatica en el modelo experimental murino, y se describiran los estudios
enfocados a determinar las caracteristicas de su distribucién, tanto en tejido hepatico

como en tejido neoplasico.

1. Proceso de induccion tumoral

El estudio experimental se desarroll6 en ratas macho WAG/RIjCrl de 298-336g. El dia
cero del experimento, los animales fueron inoculados con células singénicas de
adenocarcinoma de colon (linea celular: CC-531), para que desarrollasen patologia
metastasica hepatica. Como fuente de diseminacion tumoral se aplicé la técnica de
inyeccion esplénica directa de 250.000 células tumorales vehiculizadas en 0,5ml de

solucion de Hank. La inoculacion celular se realizé usando una aguja de 25G.

A los diez dias de la siembra tumoral, se practicaba hepatectomia parcial como

estimulo al desarrollo de la patologia metastasica.

2. Anestesia

En el proceso de inoculacién tumoral, los animales se mantuvieron bajo anestesia
inhalada inducida por Halotano. En los procedimientos de infusion de los fluidos
magnéticos y para la practica de las posteriores pruebas de imagen, se utilizd
anestesia intra-peritoneal a base de una inyeccion de Diazepam (5 mg/kg) combinada

posteriormente a los diez minutos con Ketamina (100 mg/kg).

95



José Javier Echevarria Uraga

3. Preparacion del magnetofluido

Se obtuvieron suspensiones con una concentracién de 10mg de nanoparticulas de
6xido de hierro por ml de lipiodol®, a partir de las cuales se prepararon inyectables
individualizados con 0,15ml de lipiodol® y 1,5mg de nanoparticulas magnéticas. Para
reducir el riesgo de muerte atribuible a la administracién del lipiodol®, la dosis maxima

fue de 0,5ml/kg.

4. Experimento preliminar: vascularizacion de las metastasis

Aunque la irrigacion arterial de las metastasis hepaticas ya ha sido descrita, para
comprobar este extremo en nuestro modelo experimental se practico un sucinto
experimento. A un grupo de cuatro ratas macho en las que se habian inducido
metastasis hepaticas, se les administré lipiodol® por via vascular y se estudié la

distribucion hepatica del contraste mediante TCMC.
Descripcion del experimento:

A los 50 dias de diseminacién tumoral dos animales fueron infundidos con 0,2ml de
lipiodol® por via de la vena ileo-cdlica, y otros dos recibieron el contraste por la arteria
celiaca. Estos procedimientos se practicaron segun las técnicas descritas en el

apartado previo.

En las siguientes 12 horas tras la administracion del contraste, las ratas fueron
exploradas con TCMC. En esta prueba de imagen se estudié la distribuciéon del
lipiodol® por el parénquima hepatico y también su acumulacién o no, en el tejido

neoplasico.

Posteriormente, los animales fueron sacrificados para cotejar los hallazgos de imagen

con los de necropsia.
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5. Administracion intra-arterial en el modelo experimental

5.1. Procedimiento de infusién

El procedimiento de infusién de los fluidos magnéticos en los animales, requirié de una
laparotomia media que permitia exponer los vasos arteriales viscerales tras la
retraccion del higado y del estbmago. Mediante el uso de un microscopio binocular
quirdrgico (Leika M651) y tras identificar el tronco celiaco, se ligaban con grapas
quiruargicas removibles sus ramas principales excepto la arterial hepatica, en un intento
de derivar hacia la misma la mayor parte del flujo vascular celiaco. Posteriormente se
realizaba puncién directa del tronco celiaco mediante una aguja de 30G, la cual se
encontraba conectada a un catéter prolongador y a una bomba de infusion pre-
cargada con los fluidos magnéticos. Una vez aplicado todo el dispositivo se procedia a
la infusion lenta (3 minutos) y selectiva de las suspensiones. A continuacién todo el
sistema era retirado, se practicaba ligadura reversible de la arteria celiaca y
compresion vigorosa para hemostasia. Finalmente, tras eliminar los sistemas de

oclusion vascular, se suturaba la laparotomia.

El proceso de administracion de los magnetofluidos se realizé en dos series de
experimentos. En un primer experimento constituido por 13 animales, grupo de
infusién precoz (GIP), el proceso se desarroll6 a los 24 dias de la inoculacion tumoral.
En un segundo experimento practicado en 10 animales, grupo de infusién tardia (GIT),

el proceso tuvo lugar a los 33 dias de la inoculacion tumoral.

Tanto del experimento GIP como del GIT, se obtuvieron muestras de tejido hepatico y
de tejido metastatico, prodecentes de cinco animales. El remanente de ratas de ambos
experimentos que habiendo desarrollado metastasis y sobrevivido a los procesos

quirurgicos no recibieron magnetofluido, constituyeron el grupo control.
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5.2. Técnicas de imagen

En las primeras 12 horas tras la administracion de las suspensiones, los animales se
sometieron a TCMC para comprobar la idoneidad del procedimiento de infusion, y a
RM para evaluar la presencia de sustancias paramagnéticas en tejido hepatico y
tumoral. Los estudios se practicaron en los mismos equipos y aplicando idénticos
protocolos de exploracién a los descritos en apartados previos. En RM se practicaron
secuencias T1 (TR: 651ms/ TE: 24ms), STIR (3600/ 29, TI: 130) y EG (120/4 y 120/

14).
Como criterios de adecuada infusidn se consideraron los previamente definidos:

e En TCMC, la observacién de un higado hiperdenso motivado por la presencia
de lipiodol® en su arbol arterial, asi como la ausencia de extravasaciones en
la zona de puncién o de depdsitos intra-arteriales groseros de contraste, se
consideraron signos fidedignos de correcta administracion de las

suspensiones.

e En RM, la homogénea caida de la sefal hepatica en secuencias EG vy la
ausencia de focos de vacio de sefial en retroperitoneo, se interpretaron como

signos de adecuada difusion en parénquima hepatico.

5.3. Valoracién de lainduccion neoplasica

Tras los estudios de imagen, tanto las ratas inyectadas como las de control fueron
sacrificadas mediante anestesia profunda y luxacidon cervical. Los higados fueron
extraidos y se realizdé andlisis visual para determinar el nimero y tamafo de las
metastasis. En funcion del tamafio, los implantes tumorales se agruparon en: <3mm,

3-7mm y >7mm. Cuando la infiltracién neoplasica fue tan extensa que hizo imposible
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la cuantificacion y determinacion del tamafio y numero de los implantes individuales,

se uso el término higado tumoral.

5.4. Determinacion del hierro tisular mediante espectrometria

Seguidamente, de cada uno de los higados extirpados se procedid a la toma de
muestras de tejido hepatico y neoplasico para determinar las concentraciones de

hierro.

Cada muestra de tejido hepatico fue debidamente pesada e identificada y, en general,
estaba constituida por varios cubos de tejido procedente de diferentes localizaciones

de la misma viscera.

Por otro lado, también cada una de las muestras de tejido metastatico fue
adecuadamente pesado e identificado y se componia de material procedente de una o
varias lesiones neoplasicas. De las muestras tumorales fue eliminado cuidadosamente
cualquier resto de tejido hepatico sano, y se intentd obtener material constituido por
lesiones metastaticas globalmente enucleadas. De higados con infiltracién neoplasica

muy profusa fue posible obtener varias muestras de tejido tumoral.

Todos los especimenes fueron congelados en seco a -20°C hasta su procesado. Para
la cuantificacion del metal, las muestras se sometieron a un proceso de digestion acida
y las soluciones resultantes se analizaron mediante espectrometria (ICP-MS). En este
proceso fueron determinadas las concentraciones medias de hierro en microgramos

por gramo de tejido.

Al igual que en los experimentos descritos en el apartado previo, también en los
presentes era de interés averiguar las concentraciones de hierro intrinseco, sobre
todo el presente en las masas tumorales. Con este fin, determinar las concentraciones

de hierro enddgeno en tejido hepatico y tumoral, fueron obtenidas las muestras de las
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ratas de control. Los valores medios de concentracién basal de hierro asi obtenidos,
serian posteriormente sustraidos de los valores determinados en las muestras de los
animales infundidos con los fluidos, y permitirian estimar la cantidad de hierro
atribuible a administracion exégena, tanto en el tejido hepatico sano, como en el

metastatico.
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Método Estadistico

1. Estadistica descriptiva

Las variables cualitativas se han descrito mediante frecuencias y diagramas de barras.
En el caso de las variables cuantitativas, cuando los resultados se ajustaron a una
distribucion normal se utilizé la media y desviacién estandar (DE); en los demas casos,
mediante medidas de la mediana y el rango. Para la representacion se han usado

diagramas de cajas.

2. Analisis multivariante

Cuando las variables han superado el test de normalidad, en el analisis estadistico se
utilizaron pruebas paramétricas (ANOVA). Para diferenciar entre pares se usoé el test

de Newman Keuls.

Cuando el tamafio de la muestra ha hecho muy improbable que las variables sigan
una distibucién normal y/o sus varianzas sean homogéneas, el andlisis estadistico de
los resultados se ha realizado mediante pruebas no paramétricas (Test de Wilcoxon
para variables relacionadas). Una vez demostradas diferencias significativas entre los
grupos mediante Kruskal-Wallis, las comparaciones entre los posibles pares de grupos

fueron efectuadas a posteriori mediante U de Mann-Whitney.

El nivel minimo de significacién aceptado fue de p<0,05.
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Monitorizacion del modelo experimental mediante

técnicas de imagen

Tal y como se explica en el apartado de Material y Métodos, hemos estudiado el
proceso de desarrollo de metastasis hepaticas de carcinoma de colon mediante
diferentes técnicas de diagnéstico por imagen, a fin de contar con un método no
invasivo de estadificacion tumoral, util en ambito experimental, y como paso previo a la

administracion intra-arterial de un fluido magnético con fines terapéuticos.

En los siguientes apartados son presentados los resultados obtenidos con cada una
de las técnicas ensayadas: Ecografia (US), Resonancia Magnética (RM), y Tomografia

Computada Multi Corte (TCMC).

Una vez completado este capitulo, nos ocuparemos de los resultados relativos a los
otros objetivos de nuestra tesis: la vehiculizacion de los magnetofluidos al tejido

hepatico y tumoral y la valoracion del rendimiento/eficacia de dicha vehiculizacién.
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1. Resultados relativos a la Ecografia

1.1. Estudios ecogréaficos anatdmicos

En los procedimientos practicados para describir la anatomia hepatica normal, las
imagenes mas optimizadas se consiguieron ajustando las ganancias a parametros de
sistema musculo-esquelético humano, y sin aplicar armonicos. Se realizaron barridos
sagitales, axiales y oblicuos que permitieron analizar la totalidad de la viscera y de las

estructuras de vecindad (figura 20).

Figura 20. Ejemplar de rata WAG/RIjCrl sedado Figura 20A. Barrido sagital lateral derecho.

& inmovilizado en posicion supino. Se identifican los I6bulos hepaticos derecho (Id), y
Regién toraco-abdominal depilada. Las lineas caudado (Ic), la glandula adrenal derecha (flecha verde) y
naranjas se corresponden con los planos el rifion (flechas amarillas).

anatémicos de barrido ecografico mostrados en Figura 20B. Barrido sagital izquierdo.

fas figuras 20A-20E. Lébulo hepatico izquierdo (), adrenal (flecha verde) y

rifién (flechas amarillas) izquierdos.
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El higado se mostré6 como un érgano de ecogenicidad intermedia, ecoestructura fina y
homogénea, superficie de contornos lisos, y bordes bien definidos y angulados. La
caracteristica segmentacién hepatica no fue evidente salvo en los animales de mayor
peso, que presentaban abundantes acumulos grasos hiperecoicos entre las superficies
de los I6bulos adyacentes. El area que mayor dificultad entrafiaba en evaluacion con
US fue la vertiente izquierda del lébulo caudado, el proceso papilar, que con

frecuencia se encontraba oscurecido por abundante gas intra-gastrico.

Figura 20C(1-4). Barridos con diferentes grados de oblicuidad.
Loébulo hepatico derecho (Id), izquierdo (li), medial (Im) y diferentes segmentos del I6bulo caudado (Ic).

Hilio vascular en C1y C, arteria hepética (flecha roja) y vena Porta (flecha azul), duodeno (d). Camara
gastrica (cg), en C3 y Cy4 con gran sombra acustica posterior motivada por presencia de abundante
contenido gaseoso.

El hilio vascular, y las visceras abdominales fueron identificadas con facilidad. La vena
Porta se visualizé en secciones para-sagitales oblicuas, entre el I6bulo izquierdo y el

caudado. Aunque con analisis US-Doppler espectral se detecto flujo de tipo arterial en

el hilio hepatico, la identificacion con imagen bidimensional de la arteria hepatica, dado
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su pequeno tamano, resulté dificultosa. La vena Cava inferior se observd en el seno

del I6bulo caudado y con localizacién posterior a la vena Porta.

Figura 20C(A,V). Barridos oblicuos del hilio hepatico: Triplex Doéppler.

Ca: Arteria hepética (flecha roja), onda espectral con pronunciados picos sistélicos. Cv: Vena Porta (flecha
azul), onda espectral con pequefias variaciones motivadas por cambios en la presion intra-abdominal
secundarios a movimientos ventilatorios. Vena Cava inferior (punta de flecha azul).

En barridos oblicuos izquierdos fue posible identificar el bazo, viscera elongada y de
ecoestructura homogénea similar a la hepatica. En los barridos sagitales de ambos

flancos fueron visualizables ambos rifiones y las glandulas adrenales.

Figura 20D. Barrido axial. Figura 20E. Barrido oblicuo del flanco izquierdo.

Lébulo medial (Im), izquierdo (li) y diferentes Bazo (b) y rifion izquierdo (flechas amarillas).
segmentos del caudado (Ic). Porta (flecha azul), y
Aorta (flecha roja). Camara gastrica (cg).
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1.2. Estudios ecograficos morfolégicos de la patologia

1.2.1. Masas Inflamatorias

En el grupo de seis ratas ECO-3, en el que se realizd US para definir las
caracteristicas de las masas inflamatorias secundarias a la hepatectomia, se
observaron lesiones en lecho quirdrgico en cinco animales. Las imagenes se
obtuvieron a los 11 dias de la cirugia, el tamafo de las lesiones oscild entre 6 y 14mm,
y se traté de masas redondeadas con paredes gruesas y bien definidas. El contenido
era heterogéneo, y en ocasiones se apreciaron focos muy ecogénicos que sugerian la
presencia de burbujas gaseosas. En general, todas las lesiones mostraban un foco

central hiperecoico que en el andlisis patolégico se comprobé que se correspondia con

el punto de ligadura quirdrgica (figura 21).

Figura 21. Masas fibro-inflamatorias. B. Lesion dependiente del I6bulo lateral izquierdo

A. Gran masa dependiente del I6bulo medial (flechas (flechas —amarillas).  Masa  heterogénea  de
amarillas), de paredes gruesas y con contenido Paredes gruesas. Foco muy  ecogénico
heterogéneo y presencia de gas (flechas azules). traduciendo la sutura quirdrgica (flecha azul).

Cémara gastrica (cg).
En el grupo de nueve ratas ECO-4, a los 10 dias de la cirugia se encontraron masas
inflamatorias en seis animales, y a los 17 dias en las nueve ratas. En la primera serie
de US, el tamafo medio de las lesiones encontradas fue de 9,7mm, rango: 6,8-

13,3mm; mientras que en la segunda serie fue de 8,3mm, rango: 5,8-11mm. En los
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dos controles US realizados en el grupo ECO-5 se encontraron masas inflamatorias en
ocho de los nueve animales. En la serie realizada a los 20 dias de la hepatectomia el
tamafo medio de las lesiones inflamatorias fue 6,6mm, rango: 5-8,7mm. En la
segunda serie a los 26 dias, se identificé una lesién de 6,8mm en un animal y en siete
ratas se apreciaron lesiones de tipo cicatricial, pequefias masas refringentes inferiores
a 5mm y con sombra acustica posterior (figura 22). En los estudios de necropsia
realizados en los tres grupos de ratas se encontraron lesiones inflamatorias en todos

los animales.
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Figura 22. Evolucion volumétrica de las masas inflamatorias.

Se observa progresiva disminucién de los tamafios medios de las masas, determinados en las diferentes
series ecogréaficas.

1.2.2. Masas Neoplésicas

En el ambito de la evaluaciéon de las lesiones neoplasicas, en el grupo de US
realizadas a ECO-6 en la 4% semana de inoculacion, no se detecté patologia intra-
hepatica. Unicamente en un animal se aprecié una masa extra-hepatica sugestiva de
implante tumoral en omento. En el posterior estudio de necropsia, se encontraron
lesiones metastaticas en dos animales, y se corroboré la presencia de los implantes
omentales sugeridos en US. Por otro lado, en las US realizadas en la 5 semana tras

la siembra tumoral, en dos animales se observaron megalias en los Iébulos lateral
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izquierdo y caudado que fueron interpretadas como infiltraciones tumorales de los
mismos. En la necropsia se comprobdé en uno de los animales una importante
afectacion tumoral del l6bulo lateral izquierdo, mientras que en el otro se observé una

infiltracién hepatica masiva o higado tumoral (tabla 14).

Tabla 14. Experimento ECO-6 en ratas sin hepatectomia parcial y con sonda de 10 Mhz. Comparativa
entre los hallazgos en US y Necropsia.

IDENTIFICACION ECOGRAFIA NECROPSIA
Experimento/rata N°/ Tamafio mm/ Localiz./ Caract. N°/ Tamafio mm/ Localiz.
(semanas pot-inoc) <3/ 3-7/ >3 <3/ 3-7/ >3
1r (4) 0 3 <3 LC
2a(4) |0 mext | 10 37  LC+LI+ME
3v(@4) |0 0
ECO6 | 4n(4) |0 0
In(5) |0 0
2n (5) | LI Tumoral mi 5 >7 LI
3n (5) | LC Tumoral ml Higado Tumoral
4n (5) | o 0

Caracteristicas ecograficas de desarrollo tumoral. Festoneado de contorno: “f. Megalias de I6bulos:

“ml”. Nédulos intra-hepaticos: “n”. Masas extra-hepaticas: “mext”.

“Tumoral”: infiltracién neoplasica extensa, metastasis confluentes no individualizables. Localizacién
hepatica de las metéastasis. LC: Lébulo caudado. LD: Lébulo lateral derecho. LI: Lébulo lateral izquierdo.
LM: Lébulo medial. ME: implantes tumorales de localizacion extra-hepatica identificados en necropsia.

En las US practicadas en ECO-7 se encontraron lesiones sugestivas de infiltraciones
tumorales en I6bulo caudado en dos ratas, y en un tercer animal se apreciaron dos
nodulos intra-hepaticos también en caudado, que sugerian metastasis en el rango 3-
7mm. En los estudios de necropsia se corroboraron los hallazgos indicados en US
pero se comprobd que las afectaciones neoplasicas eran mas extensas. Ademas se
encontré infiltracion tumoral no advertida, en lébulos caudado y derecho de una cuarta

rata (tabla 15).
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En ECO-8 se apreciaron signos ecograficos de afectacion tumoral en tres ratas. En
dos animales se observé festoneado de contornos y en un tercero megalias lobulares.
En la necropsia se confirmaron los hallazgos de US, aunque con mayor extension, y

ademas se revelaron lesiones de <3mm y 3-7mm en dos animales mas (tabla 2).

Tabla 15. Experimentos ECO-7 y ECO-8 en ratas sin hepatectomia parcial y con sonda de 10 Mhz.

IDENTIFICACION ECOGRAFIA NECROPSIA
Experimento/rata N°/ Tamafo mm/ Localiz./ Caract. N°/ Tamafo mm/ Localiz.

(semanas pot-inoc) <3/ 3-7/>3 <3/ 3-7/>3

1v (5) | LC Tumoral ml Higado Tumoral

2v (5) | LC Tumoral ml LC Tumoral + LI

3v(d) |0 LC Tumoral + LD
ECO-7

ar(®) |2 3-7 LC n 6 3-7 LC+LD+LI

va(d) (0 0

v |o 0

3a (6) | Higado Tumoral mi Higado Tumoral

4a@6) |0 1 3-7 LC
ECO-8 5a (6) | 1 3-7 LM f 23 <3 LC+LM

ir®6) |2 3-7 LI f LI Tumoral

In(®) (o0 3 <3 LC+LI

Caracteristicas ecograficas de desarrollo tumoral. Festoneado de contorno: “f. Megalias de I6bulos:

“ml”. Nédulos intra-hepaticos: “n”. Masas extra-hepaticas: “mext”.

“Tumoral”: infiltracién neoplasica extensa, metastasis confluentes no individualizables. Localizacién
hepética de las metéastasis. LC: Lébulo caudado. LD: Lébulo lateral derecho. LI: Lébulo lateral izquierdo.
LM: Lébulo medial. ME: implantes tumorales de localizacion extra-hepatica identificados en necropsia.

El experimento ECO-9 se realizd sobre ratas con afectacion tumoral teéricamente mas
evolucionada, puesto que se practicaron a las diez semanas de la siembra tumoral. En

las tres ratas que demostraron lesiones tumorales en necropsia, se apreciaron signos
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ecograficos de afectacion tales como megalias de l6bulos y masas extra-hepaticas

(tabla 16).

Tabla 16. Experimento ECO-9 en ratas sin hepatectomia parcial y con sonda de 10 Mhz. Comparativa
entre los hallazgos en US y necropsia.

IDENTIFICACION ECOGRAFIA NECROPSIA
Experimento/rata N°/ Tamano mm/ Localiz./ Caract. N°/ Tamafio mm/ Localiz.
(semanas pot-inoc) <3/ 3-7/ >3 <3/ 3-7/ >3
2a (10) | 2 >7 LC+LI mi 15 >7 LC+LI
4r (10) | Higado Tumoral ml+mext Higado Tumoral ME
ECO-9
2r(10) |0 mext 0 ME
3r (10) | Higado Tumoral ml+mext Higado Tumoral ME

Los experimentos 10 a 12 se llevaron a cabo en tiempos mas precoces dado que se
habia practicado hepatectomia parcial a los animales. En ECO-10 se detectaron
masas extra-hepaticas en dos animales, pero pasaron inadvertidas las metastasis de

<3mm descubiertas en las necropsias de cuatro animales.

En el experimento ECO-11 se apreciaron megalias de l6bulos sugestivas de lesiones
tumorales de 3-7mm en dos animales, de >7mm en una rata y masas extra-hepaticas
en dos animales. En las necropsias se corroboraron los hallazgos pero ademas se
revelaron implantes de <3mm afectando a los I6bulos medio y caudado en otras dos

ratas (tabla 17).
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Tabla 17. Experimentos ECO-10 y ECO-11 en ratas sometidas a hepatectomia parcial y exploradas con
sonda de 10 Mhz. Comparativa entre los hallazgos en US y necropsia.

IDENTIFICACION ECOGRAFIA NECROPSIA
Experimento/rata N°/ Tamafio mm/ Localiz./ Caract. N°/ Tamafio mm/ Localiz.
(semanas pot-inoc) <3/ 3-7/ >3 <3/ 3-7/ >3
1a(3) |0 1 <3 LM
2av (3) | O 3 <3 LD+LM
3vd [0 mext 0 ME
ECO-10
4an 3) |0 mext 0 ME
5nr(3) |0 1 <3 LC
6rd (o 1 <3 LM
lav (6) | 1 >7 LC ml LC Tumoral+LM
2av (6) | O 4 <3 LC+LM
6av (6) | 1 3-7 LC mi 1 3-7 LC
ECO-11 1rv (6) | 1 3-7 LC ml 1 3-7 LC
2rv(6) | O 4 <3 LC+LM
4rv (6) | 0 0
6rv (6) | o mext 0 ME
v (6) |o mext 0 ME

Caracteristicas ecograficas de desarrollo tumoral. Festoneado de contorno: “f”. Megalias de I6bulos:

I’

“‘ml”. Nédulos intra-hepaticos: “n”. Masas extra-hepaticas: “mext”.

“Tumoral”: infiltraciébn neoplasica extensa, metastasis confluentes no individualizables. Localizacion
hepatica de las metastasis. LC: Lébulo caudado. LD: Lébulo lateral derecho. LI: Lébulo lateral izquierdo.
LM: Lobulo medial. ME: implantes tumorales de localizacién extra-hepatica identificados en necropsia.

En ECO-12 se us6 una sonda multi-frecuencia de 6-18 Mhz mediante la que se
detectaron signos sospechosos de metastasis en cinco ratas. Estos hallazgos se
caracterizaron por festoneado de bordes de <3mm en tres ratas, ndédulo intra-hepatico
de <3mm en un animal y ndédulo intra-hepatico y megalia del I6bulo caudado de 3-7mm

en una quinta rata. En la necropsia se apreci¢ en general mayor extension tumoral que
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la sugerida en US y ademas se observaron lesiones tumorales de <3mm, también en

las ratas aparentemente sanas en US (tabla 18).

Tabla 18. Experimento ECO-12 en ratas sometidas a hepatectomia parcial y exploradas con sonda de 6-
18 Mhz. Comparativa entre los hallazgos en US y necropsia.

IDENTIFICACION ECOGRAFIA NECROPSIA
Experimento/rata N°/ Tamafio mm/ Localiz./ Caract. N°/ Tamafio mm/ Localiz.
(semanas pot-inoc) <3/ 3-7/ >3 <3/ 3-7/ >3
1n (4) 0 4 <3 LM
2n(4) |0 1 <3 LC
3n () |1 <3 LC f 3 <3 LC
4n (4) |1 <3 LM f 1 <3 LM
ECO-12 | 1v(4) |0 1 <3 LC
2v(4) |2 3-7 LC  n+ml |10 3-7 LC+LD
1nir(4) | o 5 <3 LC+LM
In2r(4) | 1 <3 LC f 10 <3 LC
sn(4) | 1 <3 LC n |10 <3 LC

Caracteristicas ecograficas de desarrollo tumoral. Festoneado de contorno: “f”. Megalias de Iébulos:

']

“‘ml”. Nédulos intra-hepaticos: “n”. Masas extra-hepaticas: “mext”.

“Tumoral”: infiltracidn neoplasica extensa, metastasis confluentes no individualizables. Localizacién
hepatica de las metastasis. LC: Lobulo caudado. LD: Lébulo lateral derecho. LI: Lébulo lateral izquierdo.
LM: Lébulo medial. ME: implantes tumorales de localizacion extra-hepatica identificados en necropsia.

1.2.3. Sinopsis de los estudios ecogréficos relativos a Masas Neoplasicas

En el conjunto de experimentos ECO-6 a ECO-12, se comprobé desarrollo neoplasico
hepatico en el 74% de las ratas inoculadas. En el estudio comparativo entre hallazgos
de necropsia y US realizado en base a la localizacién lobular de las metastasis (figura
23), se comprobd que el 55% de las lesiones presentes en el Iébulo caudado fueron
detectadas en US. Los porcentajes de deteccién relativos a las lesiones ubicadas en
I6bulos izquierdo, derecho y medio, resultaron respectivamente del 46%, 33% y 30%.

Ademas todas las masas extra-hepaticas fueron correctamente identificadas.
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Figura 23. Deteccion ecografica de las metastasis en relacion a su localizacion.

LC: Lébulo caudado. LD: Loébulo derecho. LM: Lébulo medio. LI: Lébulo izquierdo. ME: implantes de
localizacién extra-hepatica. Las infiltraciones tumorales hepaticas se han considerado como infiltraciones
en los cuatro lobulos.

Por otro lado, en lo relativo al tamafio tumoral (figura 24), se detectaron el 91% de las
lesiones de >7mm, el 66% de las de 3-7mm y sélo un 29% de las de <3mm. Sin
embargo, cuatro de las lesiones de <3mm fueron reveladas en ECO-12, experimento
que valorado de forma aislada mostrd una tasa de deteccién de lesiones de <3mm de
un 50%. Este hecho muy probablemente fue determinado por la mas alta frecuencia

sonica de la sonda utilizada en el mismo.

mm US
Bl Necropsia

Tamano en mm

]
0 5 10 15 20
n°® metastasis

Figura 24. Deteccion ecogréfica de las metastasis en relacién a su tamafo.
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1.2.4. Correlacion ecogréafica-patolégica

En los analisis visuales realizados para cotejar los hallazgos de ecografia con los de
necropsia, fue posible también determinar y relacionar los diferentes tipos morfolégicos

de implantes tumorales con sus respectivas manifestaciones ecogréficas.

Asi, los hallazgos ecograficos relativos al festoneado del contorno hepatico motivado
por pequefos abultamientos en la superficie de la viscera, correspondieron en el

estudio de anatomia patoldgica a pequefos implantes metastaticos subcapsulares

(figura 25).

Figura 25. Implantes subcapsulares. B. Necropsia, detalle del I6bulo caudado. Ademas
A. Dos lesiones hiperecoicas abomban la de las lesiones detectadas en la ecografia (flechas

superficie del I6bulo caudado izquierdo (flechas ~ Negras), se observa un mayor numero de
negras), en una extensién de 3mm. metastasis subcapsulares de menor tamafio

(flechas amatrillas).

Por otro lado, las megalias de |6bulos caracterizadas por abombamientos difusos de
contornos, pérdida de morfologia angulada de bordes y patron ecografico
heterogéneo, todo lo cual creaba una acusada alteracién de la imagen hepatica, eran

la manifestacion de profusas infiltraciones tumorales (figura 26).
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Figura 26. Megalias de I6bulos.

A. Extensa infiltracién en proceso papilar del I6bulo caudado
(flechas y cruces) que ha perdido su aspecto piramidal y
presenta un aspecto hinchado, de masa.

B. Necropsia, cortes histolégicos tras fijado en formol,
extensa afectacion neoplasica, lobulos tumorales.

C. Estudio de microscopia optica, nédulo metastatico, patréon
de arquitectura glandular tipico de adenocarcinoma.

Los nddulos redondeados e hiperecoicos, distinguibles del parénquima hepéatico

circundante, traducian metéstasis rodeadas de tejido lobular sano (figuras 27-29).

Figura 27. Nodulos intra-hepaticos. B Corte histolégico axial tras fijado en formol,

o ) . . metastasis (flecha blanca) en vértice del I6bulo
A. Metastasis hiperecoica de 2,5mm. en vértice medial cgydado.

del l6bulo caudado (flecha blanca).
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micras.

Figura 28. Nodulos intra-hepaticos.

A. Lesién hiperecoica de 3mm en Ilobulo caudado
(cruces), en las proximidades de la depresion para el
rifidn derecho.

B y C. Secciones histolégicas, tras fijado en formol
(B) y tinciéon (C). Ademas de la lesién detectada en
US (flechas negras), también se aprecian pequefios
focos metastaticos (flechas azules) de 300-500

)|

-

Figura 29. Nodulos intra-hepaticos y masa inflamatoria
secundaria a hepatectomia.

A. Lesién hiperecoica de 2,6mm en lébulo
izquierdo (flecha amarilla). Junto a ella,
masa hiperecoica con sombra acustica
posterior (flecha negra) compatible con
masa inflamatoria secundaria a la cirugia.

B. Secciones histolégicas tras fijado en
formol. Se aprecia la lesién tumoral (flecha
amarilla) y la masa inflamatoria de gruesa
capsula.

C. Estudio histolégico. Multiples implantes
tumorales (flechas amarillas). Masa fibro-
inflamatoria  (flechas negras). Gruesa
pseudocapsula fibrosa que rodea una
banda de tejido de granulacién y un centro
necrotico.
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Finalmente, se comprobé la naturaleza neoplasica de las masas sélidas y lobuladas de

localizacion extra-hepatica, motivadas por el desarrollo de implantes tumorales en

omento o peritoneo (figura 30).

Figura 30. Implantes extra-hepaticos.

A. Lesién polilobulada hipoecoica (flecha
amarilla), de localizaciéon subhepatica, sin
relacién con la viscera y sin correspondencia
anatébmica con ninguna estructura del
abdomen superior, altamente sugestiva de
implante neoplasico omental.

B. En la necropsia se identifica con claridad
el implante tumoral.

1.3. Ecografia Doppler
1.3.1. Estudios de adecuacién técnica

En los estudios preliminares de US-Déppler, se realizaron diferentes tandas de
exploraciones para determinar los parametros hemodinamicas pVmax, aVmax, IR y
razon A/P. La evaluaciéon venosa portal resultdé relativamente sencilla, incluso en
estadios tumorales avanzados. Sin embargo, la valoracion arterial, ya dificultosa en
condiciones basales, se comprobd imposible en situaciones de afectaciéon tumoral de
cierta profusién. De todo ello se inferia que la practica satisfactoria de estudios
arteriales y portales en nuestro modelo experimental, s6lo era posible en un periodo no

superior a un mes desde el momento de la siembra neoplasica.
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Descripcion de los resultados:

eECO-7 (n=6), sbélo medidas portales a los 32 dias (cuarta semana) de la

inoculacion tumoral, en cinco ratas (tabla 19).

Tabla 19. Experimento ECO-7. Determinaciones en US-Déppler y correlacion con necropsia.

NECROPSIA
pVmax aVmax IR Razén A/P
Identificacion N°(Tamafo)/Loc.
42 semana | 42°semana | 4®semana | 42 semana
(<3/ 3-7/ >3)
1v 18.8 Higado Tumoral
2v - LC Tumoral + LI
3v 20.8 LC Tumoral + LD
ECO-7
ar 27.7 6(3-7) LC+LD+LI
va 18 0
rv 11.1 0

“Tumoral”: infiltracién neoplasica extensa, metastasis confluentes no individualizables. Localizacion
hepatica de las metéastasis. LC: Lébulo caudado. LD: Lébulo lateral derecho. LI: Lébulo lateral izquierdo.
LM: Lébulo medial. ME: implantes tumorales de localizacion extra-hepatica identificados en necropsia.

¢ECO-8 (n=5) mediciones portales a los 28 y 42 dias (cuarta y sexta semana
respectivamente) de la infusién de células neoplasicas. Imposibilidad de

obtencion de mediciones arteriales por profuso desarrollo tumoral (tabla 20).

Tabla 20. Experimento ECO-8. Determinaciones en US-Déppler y correlaciéon con necropsia.

NECROPSIA
pVmax aVmax IR Razon A/P
Identificacion N°(Tamafio)/Loc.
43 63 4a 63 43 63 4a 63
(<3/ 3-7/ >3)
3a | 206 27.2 Higado Tumoral
4a [ 131 227 1(3-7) LC
ECO-8 5a | 135 14.7 23(<3) LC+LM
1r [ 152 157 LI Tumoral
1n 1103 13.9 3(<3) LC+LI
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¢ECO-11 (n=8), en cuatro animales se consiguen determinaciones arteriales y

portales en la cuarta semana de la infusion tumoral, 20 dias tras la

hepatectomia. Sélo en un animal se consiguen determinaciones arteriales en

tiempos posteriores (tabla 21).

Tabla 21. Experimento ECO-11. Determinaciones en US-Ddppler y correlacion con necropsia.

NECROPSIA
pVmax aVmax IR Razon A/P
Identificacion N°(Tam)/Loc.
4a 58 4a 53 4a 58 4a 53
(<3/ 3-7/ >3)
lav | 151 215 | 317 0.5 2.09 LCTumoral+LM
2av | 104 204 | 35 429 | 0.57 0.58 | 3.36 2.10 | 4(<3) LC+LM
6av | 10.7 23 40 0.55 3.73 1(3-7) LC
1rv 1(3-7) LC
ECO-11
2rv | 11.3 27 36 0.49 3.1 4(<3) LC+LM
4rv 0
6rv 0 ME
Trv 0 ME

1.3.2. Resultados en los estudios ecogréaficos Doppler

Posteriormente se practicaron los estudios especificos para evaluacion de los

diferentes parametros hemodinamicas.

Descripcion de los resultados:

¢ECO-13(D), n=13, determinaciones hemodinamicas a ratas no manipuladas. Las

exploraciones no entrafiaron dificultades (tabla 22).
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Tabla 22. Experimento ECO-13(D).

Resultados

Determinaciones hemodindmicas en ratas sin manipulacion

quirurgica.
Identificacion pVmax | aVmax IR Razon A/P
lv 20,85 40,8 0,64 1,95
2v 15,9 45,7 0,69 2,87
3vv 17,2 45,9 0,6 2,66
4v 24 41,2 0,54 1,71
1r 19,7 49,5 0,67 2,51
2r 23,2 31,7 0,44 1,36
ECO-13(D)
4r 17,4 27 0,5 1,55
1n 14,3 33,1 0,66 2,31
1rla 21,2 39,1 0,61 1,84
2nlr 21 41,4 0,63 1,97
2n2r 19,7 43,4 0,69 2,2
1rin 17,3 32,5 0,66 1,87
3r 23,1 36,12 0,67 1,56

e Experimento ECO-14(D), determinaciones en ratas hepatectomizadas. Las US-

Doéppler practicadas en la primera semana tras la cirugia se realizaron sin

dificultades. Los procedimientos en la segunda y tercera semana tras la

cirugia, se llevaron a cabo respectivamente sobre nueve y cuatro ratas. Los

animales no presentados murieron durante la induccion anestésica (tabla 23).
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Tabla 23. Experimento ECO-14(D). Determinaciones hemodinamicas en ratas hepatectomizadas.

pVmax aVmax

Identificacion 12 oa 3a qa a 3a

4v 14,4 | 11,9 20 31,8 | 29,2 34

1r 19,9 | 12,1 22,1 15

2r 22,7 | 22,8 25,3 27

4r 154 | 19,8 20 41,3 40 35,3

ECO-14(D) 1n 19,9 | 17,4 38,2 | 34,3

Irla | 11,7 21 21 29,7 36,3

2nlr | 16,5 31 31 37,8 45 55

2n2r | 17,6 | 17,9 37,8 | 31,7
1rln 23 15,9 24 22
3r 15,3 | 14,8 26 29
P IR Razon A/P
Identificacion 4a oa 38 4a oa 38

4v 0,56 | 0,67 | 0,66 2,2 2,45 1,7

1r 0,49 | 0,68 1,11 | 1,23

2r 0,57 0,7 1,11 | 1,18

4r 0,67 | 0,66 | 0,63 26 | 2,02 | 1,75

ECO-14(D) 1n 0,49 | 0,54 1,91 | 1,97
1rla | 0,59 0,63 25 1,7
2nlr | 0,74 0,7 | 0,54 | 2,29 1,7

2n2r | 0,64 | 0,61 2,2 1,59

1rln 0,7 0,8 1,04 1,3

3r 0,46 | 0,67 1,69 | 1,95
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eExperimento ECO-15(D), se evaluaron ratas a las que se habia inoculado

células tumorales, y también practicado esplenectomia y hepatectomia

parcial. Las US-Doppler se realizaron en la primera semana y segunda

semanas tras la cirugia. En la primera sesion se estudiaron 12 ratas y en la

segunda nueve. Tres animales no se recuperaron de la anestesia en la

primera sesion ecografica. En todas las ratas se comprob6 desarrollo tumoral

en la necropsia posterior a la US (tabla 24).

Tabla 24. Experimento ECO-15(D). Determinaciones de US-Déppler y correlacion con necropsia.

pVmax aVmax IR Razén A/P NECROP
Identific.

12 22 12 22 12 22 12 22 | No/Tamaii
1n 19,3 | 105 | 32,4 | 43 | 057 | 0,47 | 1,6 4 4 <3
2n 18,9 | 20,1 | 38,8 | 76,7 | 0,63 | 0,53 | 2,05 | 3,8 1 <3
3n 104 | 11,9 | 27,8 | 57,7 | 0,72 | 04 | 267 | 4,8 3 <3
4n 14,9 | 13,8 | 385 | 48,7 | 0,76 | 0,76 | 2,58 | 3,5 1 <3
v | 21,7 | 12,9 | 441 | 575 | 054 | 0,83 | 203 | 3,5 1 <3

ECO- | 2v 17,9 | 141 | 43,4 | 40,7 | 0,77 | 0,61 | 2,4 2,8 10 3-7

15(D)
3v | 248 47,2 0,78 1,9 1 <3
ntv | 17,7 34,6 0,78 1,95 3 <3
n1r | 135 | 22 | 345 | 66 | 082 | 0,67 | 25 3 5 <3
n2r | 16,1 | 10,2 | 353 | 51,2 | 068 | 0,66 | 22 | 501 | 10 <3
sn 177 | 112 | 452 | 531 | 082 | 062 | 25 | 474 | 10 <3
4y 17 49,7 0,8 2,9 1 <3
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e Experimento ECO-16(D), se estudiaron ratas a las que se realizé esplenectomia
y hepatectomia parcial, pero no inoculacién tumoral. Se practicaron cuatro
tandas de US-Doppler: previa a la manipulacién quirdrgica (n=6), y en la

primera (n=5), segunda (n=4) y tercera (n=4) semana tras la hepatectomia

(tabla 25).

Tabla 25. Experimento ECO-16(D). “preQ”: US-Ddppler previa a la cirugia, en condiciones basales.

126

pVmax aVmax
Identificacion
preQ 12 28 32 preQ 1° 28 32

1r 179 | 134 | 17,6 | 19,7 44 34,8 | 69,8 66

3r 26 24,6 48,2 | 79,5

ar 16,9 | 14,6 8,1 14,2 | 30,2 | 42,3 | 32,7 | 56,7
ECO-16D

5r 18,4 42,5

3r2n | 14,7 | 16,8 | 11,8 18 41,7 | 28,4 71 74,6

4n 15,2 | 16,7 | 16,1 13 339 | 27,2 | 51,7 55

IR Razén A/P
Identificacion
preQ 12 28 32 preQ 12 28 32

1r 0,51 0,72 | 0,64 | 0,66 | 2,45 2,6 3,9 3,3

3r 0,63 | 0,78 1,8 3,2

ar 0,68 | 0,72 | 0,73 | 0,81 1,7 2,89 | 4,03 3,9
ECO-16D

5r 0,63 2,3

3r2an | 0,68 | 0,65 | 0,85 | 0,77 2,8 1,6 6,01 4.1

4n 0,54 | 0,59 0,8 0,73 | 2,23 1,6 3,2 4,2




Resultados

eEn ECO-17(D) se valoraron animales a los que se habia inoculado células

tumorales, y practicado esplenectomia y hepatectomia. A todas las ratas se

les realizé cuatro series de US-Doppler: previa a la manipulacion quirdrgica, y

en la primera, segunda y tercera semana tras la hepatectomia (tabla 26).

Tabla 26. Experimento ECO-17(D).

Identificacion pVmax avmax
preQ 12 28 32 preQ 12 28 38
2r 16,1 156 | 16,1 16 47 52,7 | 732 51
1rin | 14,8 21 12,7 18 41,8 | 31,2 | 68,8 | 33,5
2r2n | 19,9 12,7 13 17 36,9 | 47,9 | 84,8 38
ECO-17D
1n 16,2 17,7 19 214 | 32,5 | 45,1 82,6 | 42,5
2n 13,1 15,8 20 14,7 | 29,2 | 34,9 | 47,5 48
3n 28,2 12,3 | 13,3 | 184 | 344 | 37,8 | 50,1 48,7
Identificacion IR Razon A/P
preQ 12 28 32 preQ 12 28 32
2r 0,6 0,77 | 0,66 | 0,73 | 2,93 3,3 4,5 3,1
1rln | 0,64 | 0,43 | 0,84 | 0,72 2,8 1,4 5,4 1,8
2r2n | 0,73 | 0,54 | 0,87 | 0,73 | 1,85 3,7 6,5 2,23
ECO-17D
1n 0,56 | 0,72 | 0,67 | 0,66 2 2,5 4,3 1,9
2n 0,52 | 0,71 0,84 | 0,71 2,2 2,2 2,37 3,2
3n 0,64 | 0,56 | 0,85 | 0,78 1,2 3,02 3,8 2,6

“preQ”: US-Doppler previa a la cirugia, en condiciones basales. En cursiva roja los valores de las ratas

que no desarrollaron tumor.

En la necropsia final de comprobacion de desarrollo tumoral, se aprecié en

cuatro animales presencia de metastasis. La afectacion tumoral consistia en
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lesiones menores de 3mm y en numero menor de 10. Los animales 2r y 2r2n no

desarrollaron tumor macroscépico.
1.3.3. Determinacién de parametros en los diferentes grupos estudiados

Tras las determinaciones hemodinamicas en las diferentes condiciones tanto de
manipulacién quirdrgica, como de induccién tumoral, y una vez confeccionados los

diferentes grupos a estudio, se obtuvieron los siguientes resultados:

eValores hemodinamicas en condiciones basales, media y desviacion estandar,

de los estudios ECO-13(D), ECO-16(D) y ECO-17(D), n=25 (tabla 27).

Tabla 27. Valores hemodinamicos, experimentos ECO-13(D), ECO-16(D) y ECO-17(D).

Media DS

pVmax (cm/s) 18,53 3,84
aVmax (cm/s) 38,26 6,41
IR 0,61 0,07
Razén A/P 2,05 0,48

e Determinaciones en animales hepatectomizados, n=10, se presenta la media y

la desviacién estandar (tabla 28), estudio ECO-14(D).

Tabla 28. Valores hemodinamicos, experimento ECO-14(D).

12 sem (n=10) 22 sem (n=9) 32sem (n=4)

Media DS Media DS Media DS

pVmax (cm/s) 17,64 3,68 | 1846 566 | 23,00 5,35

aVmax (cm/s) 31,40 6,96 30,36 8,97 40,15 9,94

IR 0,59 0,09 0,67 0,07 0,61 0,05

Razén A/P 1,86 0,59 1,71 0,45 1,71 0,02
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e Determinaciones en ratas a las que se realizé esplenectomia y hepatectomia

(tabla 29). Estudio ECO-16(D).

Tabla 29. Valores hemodinamicos, experimento ECO-16(D).

12 sem (n=5) 22 sem (n=4) 32sem (n=4)
Media DS Media DS Media DS
pVmax (cm/s) 17,22 4,36 13,40 4,3 16,23 3,14

aVmax (cm/s) 42,44 21,57 56,30 18,04 63,08 9,07

IR 0,69 0,07 0,75 0,09 0,74 0,06

Razon A/P 2,37 0,74 4,28 1,20 3,87 0,40

oValores hemodinamicas en animales con inoculacion tumoral, esplenectomia y

hepatectomia (tabla 30), experimentos ECO-11, ECO-15(D) y ECO-17(D).

Tabla 30. Valores hemodinamicos, experimentos ECO-11, ECO-15(D) y ECO-17(D)

12 sem (n=18) 22 sem (n=15) 32sem (n=10)

Media DS Media DS Media DS

pVmax (cm/s) 17,29 3,59 14,75 4,05 15,00 4,05

aVmax (cm/s) 38,78 6,34 57,20 12,85 39,43 6,49

IR 0,69 0,11 0,67 0,14 0,62 0,10

Razon A/P 2,27 0,44 3,92 0,90 2,72 0,73

1.3.4. Efecto de la cirugia sobre los pardmetros hemodindmicos

Una vez clasificados los resultados, procederemos a realizar un analisis de cada uno

de los parametros estudiados, en busca de modificaciones en su comportamiento que
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puedan ser atribuidas a alguna de las maniobras quirurgicas practicadas en nuestro
modelo. En los diferentes estudios se han considerado como valores de referencia las

determinaciones procedentes de las US-Doppler practicadas en condiciones basales.
Velocidad portal maxima

En los estudios centrados en la valoracion de los registros de la velocidad en la vena
Porta a nivel del hilio hepatico, se han encontrado modificaciones significativas que

deben ser atribuidas al modelo experimental.

En primer lugar, en los animales que Unicamente sufrieron la reseccion del lébulo
lateral izquierdo de su higado, se observé una ligera elevacion de la velocidad del flujo
portal en las mediciones practicadas en la tercera semana pero que no alcanzo

significacion estadistica (figura 31).

Hepatectomia Esplenectomia
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Figura 31. Medidas de pVmax, en animales en los Figura 32. Evolucion de pVmax.

que se realizé hepatectomia parcial. Diferentes medidas en animales esplenectomizados
Evolucién temporal de valores en relacion con las y hepatectomizados, en relacion a medidas
determinaciones hechas en condiciones basales. basales.

Al afadir la extirpacion del bazo a la hepatectomia, se produce un ligero descenso en
las medidas de las dos primeras semanas, a la vez que se apunta una cierta

recuperacion en las determinaciones realizadas en la tercera (figura 32). Sin embargo,
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estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica en el andlisis mediante

ANOVA (p=0,0677).

Cuando a la hepatectomia y esplenectomia se afiadié la inoculacion de células
tumorales, el registro de la pVmax fue parecido al grupo anterior, pero sin el repunte
de la tercera semana (figura 33). En este caso, el ANOVA confirmé la significacion
estadistica de las variaciones observadas (p=0,0091), y el posterior analisis con el
Test de Newman Keuls mostré significacién a la reduccion de la pVmax encontrada en

las mediciones tanto de la segunda como de la tercera semana (p<0,05).

Inoculacién células tumorales
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Figura 33. Evolucion temporal de los valores de pVmax
en animales en los que se inocularon células tumorales,
y en relacion con las medidas basales.

(*) p<0,05 frente a basal.

Velocidad arterial maxima

En lo referente a los animales sometidos Unicamente a una hepatectomia parcial,
vemos como apenas se pueden observar oscilaciones en la aVmax. De hecho, el

analisis de la varianza practicado mediante Kruskall-Wallis (ya que los datos de
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medidas en tercera semana no superaron el test de normalidad) informa que las

pequefias variaciones observadas no alcanzan significacion estadistica (figura 34).

Hepatectomia

Figura 34. Evolucién de la aVmax en animales
sometidos a resecciéon del I6bulo lateral
izquierdo del higado.
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Figura 35. Velocidad arterial maxima en animales
sometidos a reseccion del I6bulo lateral izquierdo
del higado y esplenectomia.

(*) p<0,05 frente a basal.

En cambio, en los animales sometidos a esplenectomia ademas de reseccion del 40%

de la masa hepatica, se observa un incremento progresivo en aVmax (figura 35). La

comparacion de estos resultados mediante ANOVA (todos los grupos de datos

superaron el Test de Normalidad, Kolmogorov-Smirnov) informé de la existencia de

diferencias significativas en el conjunto de grupos estudiados. El posterior analisis con

el Test de Newman Keuls constaté que la diferencia observada en la velocidad arterial

maxima entre los valores basales y los de la tercera semana post-hepatectomia era

estadisticamente significativa (p<0,05).

Por ultimo, en los animales que recibieron células tumorales (ademas de ser

sometidos a hepatectomia y esplenectomia), se observa la misma elevacion de la ve-

132



Inoculacion células tumorales

80+
604
@
£ 404 —
(5]
20+
ol—
~
3
&

Figura 36. Velocidad arterial maxima en animales
en los que se inocularon células tumorales al
higado, a través del bazo.

(*) p<0,05 frente a basal.

Resultados

locidad arterial maxima en la segunda
semana (ANOVA, p<0,0001), pero los
valores se normalizan completamente en
las mediciones de la tercera (figura 36). El
analisis realizado con el Test de Newman
Keuls confirma que la elevacion de la
velocidad en la segunda semana es
estadisticamente significativa (tanto frente

a los valores previos como frente a los

posteriores; p<0,05).

Asi pues, como se aprecia con claridad en la figura 37, la elevacién de la velocidad

arterial maxima encontrada en tercera semana post-cirugia hepatica en los animales

sometidos a hepatectomia y esplenectomia, desaparece cuando existen ademas

células tumorales en crecimiento en el parénquima hepatico (p<0,001).

Velocidad arterial maxima
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Figura 37. Comparacioén de los valores de aVmax en los tres modelos quirtrgicos estudiados.

Se comprueba la caida de aVmax en la tercera semana, en el grupo de animales inoculados, con

respecto a los exclusivamente esplenectomizados.
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indice de Resistencia

Este parametro que informa sobre el aumento de resistencia al flujo arterial en el
higado y que comunmente se altera en la enfermedad hepatica difusa, no se modifico

como consecuencia de la hepatectomia parcial (figura 38).

Hepatectomia Esplenectomia
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Figura 38. IR en animales a los que se practico Figura 39. IR en animales con hepatectomia y
hepatectomia del 40%. esplenectomia.

(*) p<0,05 frente a basal. (**) p<0,01 frente a basal.

En cambio, la realizacion de la esplenectomia, que como hemos visto eleva
significativamente los valores de aVmax en nuestros animales, también ha inducido
una elevacion significativa (y progresiva) del IR a lo largo de las semanas que siguen a

la cirugia hepatica (figura 39).

Sin embargo, en los animales inoculados, la elevacion de la aVmax (figura 36) no se
acompanoé de una elevacion del IR, lo que supone una diferencia significativa respecto
a su control natural que es el grupo de animales sometidos a reseccion hepatica y

esplénica, pero sin presencia de células tumorales en el higado (figura 40).
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Figura 40. IR en animales en los que se inocularon
células tumorales al higado, a través del bazo.

Razén Arterio-Portal

En los animales unicamente sometidos a reseccion parcial del higado, la razén A/P no
experimentd modificaciones significativas (figura 41). En cambio, en al afadir la
reseccion del bazo, se observa un incremento importante de la razén A/P a partir de la
segunda semana, que se mantiene por encima del doble de los valores basales

(p<0,001) en la tercera semana (figura 42).

Hepatectomia Esplenectomia
5m S *kk
**k*
4= 4=
3= 3=
2= D
1= 1
O 0=
< <
N N

Figura 41. Razén A/P en animales a los que se Figura 42. Razén A/P en animales a los que se
practico hepatectomia. practico hepatectomia y esplenectomia.

(***) p<0,001 frente a basal.
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En los animales inoculados con células tumorales se observa un patron de
comportamiento de la razéon A/P similar al de los animales con reseccion hepatica y
esplénica (figura 43). Sin embargo, en la tercera semana, la elevacion de la razén A/P
fue significativamente menor (p<0,01) que en los animales que no tenian implante

tumoral en su higado (figura 44).

Inoculacion células tumorales Tercera semana
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Figura 43. Razén A/P en animales a los que se Figura 44. Comparacion entre las razones A/P de

practicé hepatectomia, esplenectomia e las ratas esplenectomizadas, libres o no de
inoculacién de células tumorales. inoculacién tumoral. Tercera semana.

(*) p<0,05 frente a basal. (***) p<0,001 frente a (**)p<0,01 frente a basal.

basal.

Este hallazgo se relaciona con la caida de las velocidades arteriales y portales
observado en la tercera semana tras hepatectomia en los animales inoculados, y que
supone un descenso global del flujo vascular hepatico, sobre todo a expensas del

componente arterial.
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2. Resultados en imagen de Resonancia Magnética

2.1. Estudios anatémicos

En los estudios para describir la anatomia hepatica normal, se obtuvieron imagenes de

6ptima calidad en las secuencias coronales, potenciadas en T1 y DP (figura 45).

Figura 45. Secuencia T1 coronal en ratas WAG/RIjCrl. Cortes
sucesivos de dorsal a ventral (desde A hasta D).

Diferentes I6bulos hepaticos: caudado (Ic), derecho (Id), izquierdo (li) y
I6bulo medial (Im). Bazo (b).

Vena Cava inferior (punta de flecha azul), vena Porta (flecha azul),
rifiones derecho (rd) e izquierdo (ri), adrenal izquierda (flecha verde).

Camara gastrica (cg), pulmones (pp), corazén (cc) y musculatura
(mm).

En estas secuencias realizadas en ratas sanas, el higado se mostré6 como una viscera
homogénea, de contornos suaves y bordes angulosos, y con una intensidad de sefal

similar al musculo y al bazo. Los diferentes lobulos hepaticos no resultaron
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distinguibles, aunque su localizacion anatomica podia intuirse de forma bastante
aproximada. Por otro lado, en las secuencias potenciadas en T2, y en las secuencias
STIR de TR largo, el higado aparecié muy hipointenso, y su individualizacion respecto
de las visceras vecinas, sobre todo de aquellas que mostraban gas en su seno, resulté
dificultosa. Sin embargo, en las secuencias STIR de TR mas corto, el higado presenté

un cierto aumento en la sefal, lo que hizo factible su caracterizacion (figura 46).

Figura 46. Diferentes secuencias coronales.
Las flechas amarillas indican los contornos hepaticos.

A. Secuencia potenciada en T2, higado marcadamente hipointenso. B. Secuencia STIR, TR: 4200.
Acusada hipointensidad hepatica. C. Secuencia STIR, TR: 3410. Se aprecia recuperacion de la senal
hepatica que posibilita su estudio.

Finalmente, las secuencias EG ofrecieron escasa resolucién de contraste, lo que unido
a su relativamente grueso espesor de corte, las hizo anatémicamente groseras, y no

aptas para el analisis morfolégico.

En lo referente al tipo de proyeccidén, las secuencias coronales resultaron de

evaluaciéon mas sencilla que las axiales.

Ademas del higado, se pudieron identificar otras estructuras vasculares y viscerales.

La vena Porta, y la vena Cava inferior fueron facilmente visualizables en todo su
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recorrido. Sin embargo la Aorta y la arteria hepatica escaparon al poder de resolucion
de esta técnica de imagen. La camara gastrica y las asas intestinales se delimitaron
con claridad. En su seno, y al igual que en los pulmones, fue posible apreciar el

intenso vacio de sefal motivado por la presencia de aire.

2.2. Estudio de la patologia en imagen de RM

Las caracteristicas de las masas se estudiaron en tres grupos de nueve ratas. Todos
los animales fueron inoculados con células tumorales, y s6lo uno de ellos no desarrolld
patologia tumoral. En el grupo de ratas RM-4, se estudiaron ademas las
caracteristicas de las lesiones fibro-inflamatorias secundarias al proceso de

hepatectomia parcial, practicado como estimulo al desarrollo tumoral.
2.2.1. Masas neoplésicas

En el grupo de tres ratas RM-2, se realizaron secuencias de RM para definir las
caracteristicas de las lesiones neoplasicas en estadio precoz de desarrollo, y para
determinar los estudios mas sensibles a la patologia. Se practicaron series coronales
potenciadas en T1y EG, y series axiales y coronales STIR de TR corto. Se detectaron

metastasis hepaticas de un tamafo minimo de 2mm (tabla 31).

Tabla 31. Experimento RM-2. Estudio comparativo entre los hallazgos en imagen y las lesiones
descubiertas en la necropsia.

IDENTIFICACION RM NECROPSIA
Experimento/rata N°/ Tamafio mm/ Localiz. N°/ Tamafio mm/ Localiz.
1r 3 3 LC 3 3 LC
RM-2 2a 5 2-5 LI+ME 10 1-5 LC+LI+ME
3v 0 0

Localizacién hepatica de las metastasis. LC: Lébulo caudado. LI: Lébulo lateral izquierdo. ME:
implantes tumorales de localizacion extra-hepatica.
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Estas pequefas lesiones tumorales fueron correctamente identificadas en secuencias
STIR, tanto en proyeccién axial, como coronal. Se tratd de pequefos nodulos
hiperintensos, de bordes mal definidos, claramente distinguibles del parenquima
adyacente. Ademas, en un caso se aprecié una gran masa tumoral hiperintensa, de

contornos policiclicos y de localizacion sub-hepatica anterior (figura 47).

Figura 47. Correlacién de image-
nes en RM y necropsia. Masas
neoplasicas.

Secuencias STIR en proyecciéon coronal (A-Am) y axial (An). Se detectan cuatro nédulos tumorales
hiperintensos y una gran masa sub-hepatica (asterisco negro). Correspondencia con las lesiones
metastasicas detectadas en el andlisis visual macroscépico (Bi-By; ). Lébulo medio: Im. Lébulo izquierdo: Ii.

En el experimento RM-3, se valoraron lesiones tumorales en un estado evolutivo
tedricamente mas avanzado. También se realizaron secuencias T1 coronal, y STIR
coronal y axial. En este experimento se detectaron correctamente las extensas
infiltraciones tumorales que afectaban a los I6bulos caudados en dos animales, y la

extensa y difusa patologia metastatica que presentd la tercera rata (tabla 32).
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Tabla 32. Experimento RM-3. Estudio comparativo entre los hallazgos en imagen y las lesiones

descubiertas en la necropsia.

IDENTIFICACION

Experimento/rata

RM

N°/ Tamano mm/ Localiz.

NECROPSIA

N°/ Tamano mm/ Localiz.

RM-3

2v
3v
4v

LC Tumoral

LC Tumoral

LC Tumoral

LC Tumoral

Higado Tumoral

Higado Tumoral

“Tumoral”: infiltracién neoplasica extensa, metastasis confluentes no individualizables. Localizacion
hepética de las metastasis. LC: Lébulo caudado.

En estos animales se apreciaron grandes lesiones tumorales hiperintensas que

abombaban los contornos hepaticos (figura 48).

Figura 48. Correlacién de imagenes en RM y
necropsia. Masas neoplasicas.

Secuencias STIR en proyeccién coronal (A y
Ay) y axial (B y By). Se detectan masas
tumorales confluentes que provocan megalias
de los l6bulos hepaticos. Lesiones ubicadas en
I6bulo derecho (flechas rojas) y Iébulo
izquierdo (flechas amarillas).

C. Pieza de necropsia, en la que se indica la
correspondencia de las diferentes lesiones
tumorales.
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En el experimento RM-4, se practicaron también secuencias potenciadas en T1 vy
STIR. En este grupo de ratas no fue posible identificar los pequefos nodulos
tumorales de tamano inferior a 2mm, que se apreciaron en la necropsia realizada a
dos animales. Por otro lado, en una tercera rata se identificé una metastasis de 3mm,
rodeada de tejido hepatico sano y ubicada en la vertiente derecha del I6bulo caudado.
Sin embargo, pas6 desapercibida una gran infiltracién tumoral en el proceso papilar,
probablemente interpretada erréneamente como un acumulo de asas intestinales

(tabla 33).

Tabla 33. Experimentos RM-4. Estudio comparativo entre los hallazgos en imagen y las lesiones
descubiertas en la necropsia.

IDENTIFICACION RM NECROPSIA
Experimento/rata N°/ Tamafio mm/ Localiz. N°/ Tamafio mm/ Localiz.
1n 0 4 <2 LC
RM-4 2v 1 3 LC LC Tumoral
an 0 1 <2 LC

“Tumoral”: infiltracion neoplasica extensa, metastasis confluentes no individualizables. Localizacion
hepatica de las metastasis. LC: Lébulo caudado.

2.2.2. Masas fibro-inflamatorias

En las ratas RM-4, se estudiaron ademas las caracteristicas de las lesiones
inflamatorias. A diferencia de las lesiones neoplasicas mas irregulares, este tipo de
masas presentaba una morfologia esférica y unos contornos mejor definidos. Ademas,
en los de mayor tamafo se observaba una capsula periférica. También en el seno de
las lesiones fue posible identificar focos de vacio de senal, motivados por gas
secundario a fendbmenos de necrosis. Todos estos hallazgos, descubiertos en una
localizacion tipica, subdiafragmatica posterior izquierda, resultaban caracteristicos de

lesion de etiologia inflamatoria (figura 49).
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Figura 49. Correlaciéon de imagenes en
RM y necropsia. Masas fibro-

inflamatorias.

Secuencias STIR en proyeccion coronal (A) y axial (B). Se detectan masas hiperintensas, de morfologia
redondeada (circunferencias anaranjadas), y con focos de vacio de sefal (flechas amatrillas).

C. Pieza de necropsia con lesion fibro-inflamatoria en base de I6bulo lateral izquierdo.

2.2.3. Aportaciéon de la RM al modelo experimental

La RM permitié identificar adecuadamente lesiones tumorales en el 75% de los
animales que habian desarrollado patologia neoplasica. Las secuencias STIR, tanto
en proyeccion axial, como sobre todo en proyeccidén coronal, resultaron ser las mas
sensibles a la hora de detectar la patologia neoplasica. Aunque su resolucion espacial
era menor que otras secuencias en las que se obtenian imagenes con menor espesor
de corte, mostraron gran resoluciéon de contraste que a la postre fue el factor mas util
en la identificacion de la patologia. Sin embargo, en estas secuencias no fue posible la
identificacién de nodulos menores de 2mm. La RM también permitié evaluar las
infiltraciones tumorales mas profusas, aunque en un caso, una extensa afectacion del
proceso papilar pasd desapercibida. Este hecho refleja la dificultad que entrana la
valoracién de lesiones no rodeadas de parénquima hepatico sano. Finalmente, las
lesiones de tipo inflamatorio también presentaron una serie de caracteristicas que

evaluadas cuidadosamente, permitian un diagndstico etiolégico correcto.
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3. Resultados en Tomografia Computada Multi Corte

Como ya se ha indicado, la practica de una TCMC requiere de la administracion de un
material de contraste que haga posible discernir entre estructuras anatomicas con
similar densidad radiolégica. En nuestro trabajo, el contraste yodado se administré a
través de la vena femoral izquierda. Este proceso, aunque laborioso, se realizd sin
complicaciones y permitié la obtencion de imagenes de TCMC adecuadamente

contrastadas (figura 50).

Figura 50. Reconstrucciones sagitales VR, de dos ratas sin (A) y con (B) contraste intravenoso.

En ambas reconstrucciones se identifican facilmente las estructuras éseas: craneo, columna, parrilla
costal y huesos de las extremidades. Sin embargo, sélo en el animal al que se administré contraste
yodado, se puede reconocer el higado (h), y delimitar sus contornos de las visceras y asas
intestinales adyacentes.
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3.1. Aproximacion anatémica

En las imagenes obtenidas tras la introduccion del contraste intravenoso, el higado
exhibié un homogéneo realce y se mostr6 como una estructura globalmente
hiperdensa. El hilio vascular hepatico no era detectable, pero fue posible reconocer la
porcion intra-hepatica de la vena Cava inferior que se encontraba intensamente
realzada por contraste procedente de las venas renales. En reconstrucciones
coronales se identificé la Aorta y la bifurcacion de las arterias iliacas. También se
observé intensa captacion de contraste en los rifiones y en las paredes gastricas e

intestinales (figura 51).

Figura 51. Reconstrucciones MIP.

Reconstruccioén axial (A) y oblicuo coronal (B). Higado
(h), vena Cava inferior intra-hepatica (vc), vértebras
(vb), costillas (cc), térax (tx), camara gastrica (cg),
rifibn derecho (rd), venas renales (flechas azules),
Aorta (ao) y arterias iliacas comunes (flechas rojas).
También se aprecia intenso realce en las paredes del
colon ascendente y descendente (asteriscos).
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3.2. Estudio morfolégico de la patologia en TCMC

En las dos ratas en las que se realiz6 TCMC para definir las caracteristicas de las

lesiones fibro-inflamatorias y tumorales, fue posible identificar las primeras (figura 52).

Figura 52. Reconstruccion MIP sagital.

Se aprecia una masa (flechas azules) posterior al parénquima hepatico (h), que presenta
captacion de contraste en periferia y un centro muy hipodenso. La lesién correspondié a una
masa fibro-inflamatoria de pared fibrosa y centro necrosado .Vértebras (vb), costillas (cc),
térax (tx).

Sin embargo, en ninguno de los dos animales fue posible detectar imagenes
compatibles con infiltracién tumoral, de acuerdo a los criterios definidos a tal fin. En el
examen de necropsia se encontré una masa tumoral extra-hepatica en uno de ellos, y

tres lesiones metastaticas de 4mm de diametro en el otro.

Dada la complejidad del proceso de diagnéstico y su escaso rendimiento, claramente
inferior a US y RM, no se practicaron mas estudios de TCMC enfocados a la

caracterizacion del modelo experimental.
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Resultados relativos a elaboracion, monitorizacion y

vehiculizacién del magnetofluido.

En este apartado se exponen los resultados referentes a la consecucién de
suspensiones con diferentes concentraciones de nanoparticulas, sus caracteristicas
en las distintas secuencias de RM, y la viabilidad de su administracién vascular a
animales vivos. Asimismo se presentaran los resultados relativos a las diferentes

técnicas usadas en la valoracién de la infusion hepatica.

1. Evaluacion del magnetofluido “in vitro”

1.1. Nanoparticulas magnéticas y suspension en lipiodol®

De forma preliminar se obtuvieron suspensiones de nanoparticulas magnéticas en
aceite yodado (lipiodol®), mediante ultrasonificacion. Los fluidos asi elaborados
presentaron concentraciones de nanoparticulas, medidas en mg por ml de lipiodol®,
de: 3,3mg/ml, 6,6mg/ml y 13,2mg/ml. Las dos primeras suspensiones se obtuvieron
con facilidad, pero en la tercera no se consiguié una suspension tan homogénea vy el

componente metalico mostraba tendencia a la precipitacion.

1.2. Estudios de RM

Varias muestras de las diferentes suspensiones y de lipiodol® se sometieron a
distintas secuencias de RM para estudiar los cambios en las caracteristicas de la sefal

atribuibles a la presencia de sustancias ferromagnéticas.
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1.2.1. Imégenes potenciadas en T1

En las imagenes potenciadas en T1, tanto la muestra correspondiente al lipiodol®
como las diferentes suspensiones de nanoparticulas magnéticas, se mostraron
hiperintensas. Ademas no hubo diferencias de intensidad de sefial entre las
suspensiones con mayor concentracion de nanoparticulas. Dado que la grasa en
secuencias potenciadas en T1 es hiperintensa, las caracteristicas de sefal observadas
en las diferentes muestras fueron, por tanto, determinadas por la naturaleza lipidica

del lipiodol® (figura 53).

Figura 53. Secuencia axial potenciada en T1 de viales con muestras de los diferentes fluidos.

I: lipiodol®. II: lipiodol® con 3,3 mg de nanoparticulas/ml. lll: lipiodol® con 6,6 mg de
nanoparticulas/ml. 1V: lipiodol® con 13,2mg de nanoparticulas/ml. Las cuatro muestras aparecen
hiperintensas.

1.2.2. Imagenes potenciadas en STIR

En las imagenes potenciadas en STIR, secuencia en la que la grasa presenta
importante disminucién de la intensidad de sefal, el vial portador del lipiodol® se
mostroé claramente hipointenso. Sin embargo, en las muestras con nanoparticulas
magnéticas se aprecidé un tenue pero progresivo incremento en la sefal, en relacion
directa al incremento de concentracion del metal, y que se hizo mas patente en la

suspension mas rica en hierro (figura 54).
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Figura 54. Secuencia axial potenciada en STIR de viales con muestras de diferentes fluidos.

I: lipiodol®. II: lipiodol® con 3,3 mg de nanoparticulas/ml. lll: lipiodol® con 6,6 mg de
nanoparticulas/ml. 1V: lipiodol® con 13,2mg de nanoparticulas/ml. La muestra IV presenta mayor
sefial que la portadora de lipiodol® solo.

1.2.3. Imagenes potenciadas en EG

Las secuencias EG son muy sensibles a la presencia de pequefas cantidades de
sustancias ferromagnéticas, las cuales producen caidas en la intensidad de la sefal
alla donde se encuentren. Se realizaron tres tipos de secuencias modificando el TE y

conservando el resto de parametros.

Figura 55. Secuencias axiales potenciadas en EG. A: Secuencia EG con TE: 4ms. B: Secuencia
con TE: 14ms. C: Secuencia con TE: 19ms.

I: lipiodol®. II: lipiodol® con 3,3 mg de nanoparticulas/ml. lll: lipiodo/l® con 6,6 mg de
nanoparticulas/mi. 1V: lipiodol® con 13,2mg de nanoparticulas/ml.
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Se observd que al prolongar el TE se producia una atenuacién global de la sefal
proveniente de todos los viales. Por otro lado, el incremento en la concentraciéon de
metal en las muestras, se tradujo en una progresiva disminucidon de la sefal de los
viales, respecto del vial portador de lipiodol®. Esta apreciacién se hizo especialmente
patente en las secuencias de TE mas prolongado, en las que las muestras con mayor

concentracion de hierro presentaron pérdida casi absoluta de la sefial (figura 55).
1.2.4. Sinopsis de los resultados de RM “in vitro”

Las suspensiones obtenidas de nanoparticulas magnéticas y lipiodol® presentaron
unas caracteristicas de sefal similares a la grasa en las secuencias potenciadas en T1
y STIR; aunque, en estas ultimas, la presencia de metal en suspension parecio
atenuar la pérdida de senal. Por otro lado, las secuencias EG de TE mas prolongado
resultaron muy sensibles a la presencia de metal, lo que provoco fuertes caidas de la
sefal procedente de las suspensiones mas ricas en hierro. Estas secuencias serian,
por tanto, las mas idéneas para valorar la presencia de nanoparticulas magnéticas en

higados infundidos con los magnetofluidos.

2. Resultados de la vehiculizacion “in vivo” del magnetofluido

Tras los estudios in vitro, se evalud la posible administracion vascular in vivo de los
magnetofluidos, y su distribucion en tejido hepatico mediante técnicas de imagen y de

laboratorio.

2.1. Experimentos de infusion por via intravenosa

En el experimento NanoMag-Portal 1 no se presentaron complicaciones en el acto

quirurgico, ni durante la inyeccion portal del magnetofluido. Los tres animales toleraron
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bien las dosis administradas. En la TCMC realizada se apreci6 homogénea

distribucion del contraste por el parénquima hepatico (tabla 34).

Tabla 34. Resultados del experimento NanoMag-Portal 1.

Magnetofluido: TCMC RM
10mg/mi Deceso
IDENTIFICACION postQ
Experimento/rata | DOSis Dosis imprevisto
np lipiodol® | (+ ) | T1 STIR EG(4) EG(14
1v 1,5 0,8 + / / / / /
Nanomag-
ool l2v | 15 0,8 A /
3v 3 1,6 + / / / / /
np: nanoparticulas. TCMC: difusién hepatica adecuada “+”, difusién hepatica deficiente “-“. RM,

Intensidad de sendal: hiperintensidad “”, hipointensidad ”|”, isointensidad “—”. Deceso postQ
imprevisto: muertes de animales no previstas en el modelo experimental.

Aunque en el experimento NanoMag-Portal 2 no se desarrollaron complicaciones
quirurgicas inmediatas durante el proceso de administracion del magnetofluido por via

portal, si se presentaron complicaciones durante el postoperatorio inmediato:

e El animal 2s, al cual se inyectd lipiodol® solo, murid a las 12 horas de la

inoculacion.

¢ La rata 4r, que habia recibido 0,3ml de magnetofluido con una concentracion de
6,6mg de nanoparticulas/ml, también murié en las 48 horas posteriores a la

inyeccion.
Se realizaron estudios de imagen en los tres animales vivos (tabla 35).

Imagenes de TCMC. Se aprecié una adecuada infusién del lipiodol® sélo en el animal
5r. En la rata 3a no habia lipiodol® hepatico, sino que se encontraba disperso por la

cavidad peritoneal, lo que fue indicativo de una deficiente técnica quirdrgica (figura 56).
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Tabla 35. Resultados del experimento NanoMag-Portal 2.

i TCMC RM
Magnetofluido Deceso
IDENTIFICACION postQ
Experimentofrata | DOSiS | Dosis imprevisto
np ipiodol® | (+ ) | T1 STIR EG(4) EG(14) h
(mg) | (mlikg) (horas)
1s / / = “— ! > l No
2s / 1,6 / / / / / Si, tras 12h
Nanomag-
Portal 2g 3a 1 1.6 - - o ! No
ar 2 1,6 / / / / / Si, tras 48h
5r 4 1,6 + e e H Wl No
np: nanoparticulas. TCMC: difusién hepatica adecuada “+”, difusién hepatica deficiente “-“. RM,

Intensidad de sendal: hiperintensidad “1”, hipointensidad ”|”, isointensidad “—”. Deceso postQ
imprevisto: muertes de animales no previstas en el modelo experimental.

Iméagenes de RM. Se obtuvieron resultados diferentes en funcidon de las secuencias

utilizadas (figuras 56 y 57).

e Secuencia T1. Los higados de los tres animales se mostraron isointensos al

musculo.
e Secuencia STIR. Los higados sin magnetofluido aparecieron hipointensos.

e Secuencia EG, TE: 4ms. El higado de la rata 5r se mostré claramente

hipointenso, debido a la presencia de nanoparticulas de hierro.

e Secuencia EG, TE: 14ms. Aunque la caida de sefial fue mas intensa, el
hallazgo resultd menos evidente, puesto que en esta secuencia se producia
una significativa disminucion global de sefial tanto en el higado de control

como en el infundido.
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Figura 56. Reconstrucciones y secuencias en proyeccion coronal.
Las flechas amarillas delimitan los contornos hepaticos.

A. TCMC, reconstruccion VR. Sélo el higado de 5r aparece intensamente realzado por lipiodol®. En el
animal 3a, el lipiodol® aparece disperso por la cavidad abdominal.

B. Secuencia coronal T1 (TR: 651ms/ TE: 24ms). Higados isointensos en los tres animales.

C. Secuencia STIR (3600/29; TI: 130). El higado 5r se muestra isointenso al musculo, mientras que en
1s y 3a la viscera aparece hipointensa.

D. Secuencia EG (120/4). El higado de 5r presenta acusada hiposefial por presencia del magnetofiuido.

Figura 57. Secuencias axiales.

E. Secuencia EG (120/4). Los
higados de 1s y 3a aparecen
isointensos a la musculatura
paravertebral (*). El higado de 5r
presenta una acusada hiposefial.

F. Secuencia EG (120/14). Los
higados de 1s y 3a aparecen
hipointensos. El higado de la rata 5r
se muestra muy hipointenso
respecto a la musculatura
paravertebral (*), sin embargo la
disminucion de la sefial resulta
menos evidente que en las
imagenes expuestasen D y E.
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En el experimento NanoMag-Portal 3, se inyectd una alta dosis de magnetofluido que

ademas presentaba una concentracion muy elevada de nanoparticulas (tabla 36).

Tabla 36. Resultados del experimento NanoMag-Portal 3.

Magnetofluido: TCMC RM
) 20mg/ml Deceso
IDENTIFICACION postQ
Experimento/rata Dosis | Dosis imprevisto
np lipiodol® | (+ ) | T1 STIR EG(4) EG(14) .
(mg) (ml/kg) (horas)
1s / / - > ! — ! No
Si,
Nanomag- | 2@ e = d J d J J inmediato
Portal 3
3r / 1,6 + — | > l No
v 6 1,6 + « © H W No
np: nanoparticulas. TCMC: difusién hepatica adecuada “+”, difusién hepatica deficiente “-*. RM,

Intensidad de sefial: hiperintensidad ",

hipointensidad ”|”,

isointensidad “—”.

Deceso postQ

imprevisto: muertes de animales no previstas en el modelo experimental.

De los dos animales inoculados con el magnetofluido, uno murié a los pocos minutos

de la inyeccion; probablemente, por desarrollar una trombosis portal masiva.

Imagenes de TCMC. Se apreci6 intenso realce hepatico en las ratas inyectadas con

lipiodol® solo (3r) y con magnetofluido (4v).

Im&genes de de RM. El comportamiento de la sefial hepatica en la rata de control y

en los otros dos animales, fue similar al observado en el experimento previo.

El experimento NanoMag-Portal 4, permitid valorar el tiempo de permanencia del
magnetofluido en el arbol vascular hepatico, y los posibles efectos provocados por el
mismo a nivel histolégico. No se observaron complicaciones durante la inyeccion a

través de vena ileo-colica, pero un animal murid a las cinco horas de la cirugia.
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Im&genes de TCMC. En los estudios practicados a las dos horas, se apreci6 realce
hepatico en todas las ratas. A los 12 dias se observaban areas parcheadas que
alternaban zonas de realce con regiones limpias de contraste. A los 33 dias, no

quedaban restos de magnetofluido identificables en TCMC (tabla 37).

Tabla 37. Resultados del experimento NanoMag-Portal 4.

’ Maggeto;‘lu:do: TCMC Deceso
IDENTIFICACION e postQ
, . Dosis (+, +/--) : :
Experimento/rata Dosis np - imprevisto
(mg) I|p|0d0|® (horaS)
(ml/kg) 2h 12d 33d
1r 4 1 + +/- - No
Nanomag- 2n 4 1 + / / Si, tras 5h
Portal 4
3v 4 1 + +/- - No
Ar 4 1 + +/- - No

np: nanoparticulas. TCMC: tefiido hepéatico homogéneo “+”, tefiido hepatico heterogéneo “+/-“, ausencia
de realce “-“. Deceso postQ imprevisto: muertes de animales no previstas en el modelo experimental.

Tras las pruebas de imagen, los higados de los animales fueron extraidos y fijados en
formol. En el analisis microscopico de las muestras obtenidas no se identificaron
infiltrados inflamatorios, ni fenémenos de necrosis o dafio celular. Tampoco se
apreciaron macro-agregados de nanoparticulas. Si era posible observar una leve
esteatosis y ademas, los espacios sinusoidales aparecian con aspecto congestivo,

quizas denotando un cierto éstasis vascular (figura 58).

Figura 58. Preparaciones histoldgicas hepaticas.
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2.2. Resultados de la valoracion con imagen y espectrometria

El experimento NanoMag-Espectro 0 se practicd a un grupo de ratas en las que se

determind la cantidad de hierro presente en el higado no manipulado (tabla 38).

En las diferentes secuencias de RM realizadas, T1 y EG, los higados de los animales
mostraron un comportamiento similar al exhibido en los estudios previos. Las
concentraciones totales de hierro hepatico se estimaron en funcién de las
concentraciones de metal por gramo de tejido determinadas con espectrometria, y del
peso de cada viscera. Este grupo de animales de control mostré un valor medio de
hierro hepatico de 166,97 microg/gr (DE: 26,93). En este mismo contexto, el valor

medio estimado de hierro total hepatico fue de 1,41 mg (DE: 0,28).

Tabla 38. Resultados del experimento NanoMag-Espectro 0.

Magnetofluido RM
IDENTIFICACION 12mg/ml Peso | Espectrom.Fe | Fe total
. . i hepéatico estimado
Experimento/rata sl Legs Higado
e np | lipiodol® | T1 | EG ) (microg/g) (mg)
m ml/k
(mg) | (mlkg) @) (14)
1n / / = 8,5 151 1,283
Nanomag- | 2N / / = <@ 9 206 1,854
Espectro 0
3n / / = 8,1 160-180 1,377
5r / / o o | 8,3 147 1,220

np: nanoparticulas. RM, Intensidad de sefial: hiperintensidad “”, hipointensidad ”|”, isointensidad “—".

En el experimento NanoMag-Espectro 1 se administraron 0,25ml de fluido a través de
la vena ileo-cdlica (tabla 39). En la rata 2a el proceso de inyeccién fue deficiente, y las
determinaciones obtenidas en este animal no se consideraron para los calculos
posteriores. En todos los animales se aprecié una significativa hipointensidad hepatica

en las secuencias EG. El valor medio de concentracién de hierro calculado a partir de
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las concentraciones medidas con espectrometria, fue de 427,63 microg/g (DE: 21,93).

El valor medio de hierro total estimado fue de 3,24 mg (DE: 0,12).

Tabla 39. Resultados del experimento NanoMag-Espectro 1.

Magnetofluido RM
. 12mg/ml Peso
IDENTIFICACION 9 B
. . Higado hepatico estimado
Experimento/rata e Lee S .
np | lipiodol® | T1 | EG ) (microg/g) (mg)
m ml/k
la 3 0,8 « | |l 8,2 412 3,378
Nanomag- 2a 3 0,8 T 8,4 289 -
Espectro 1
3a 3 0,8 T 7,5 419 3,142
Ay 3 0,8 - | 1l 7,1 453 3,216

En el experimento NanoMag-Espectro 2, se inyectd a los animales 0,35ml de
suspension a través de la vena ileo-célica (tabla 40). En todos los animales se aprecio
una intensa hipointensidad hepatica en las secuencias EG que se hizo especialmente

llamativa en las secuencias con TE de 14ms (figura 59).

Figura 59. Secuencias en proyeccion coronal.

Los rectangulos naranjas indican la ubicacién del higado. A. Secuencia EG (120/4), los higados de
las tres ratas aparecen muy hipointensos con respecto a la musculatura de las extremidades
inferiores. B. Secuencia EG (120/14), los higados son extremadamente hipointensos e incluso
provocan cierto artefacto de susceptibilidad magnética en las visceras vecinas, secundario a las
elevadas cantidades de hierro.
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En estos animales, el valor medio de concentracién de hierro fue de 548,43 microg/g

(DE: 63,99), y el valor medio de hierro total estimado fue de 4,31mg (DE: 0,83).

Tabla 40. Resultados del experimento NanoMag-Espectro 2.

Magnetofluido RM
. 12mg/ml Peso
IDENTIFICACION 9 B e
Dosis Dosis Higado hepatico estimado
Experimento/rata . .
np | lipiodol® | T1 EG Q) (microg/g) (mg)
m ml/k
4a 4,2 1,2 < 1l L 7,3 605 4,416
Nanomag- 5a 4,2 1,2 S 7,7 513 3,95
Espectro 2
6a 4,2 1,2 S 9,1 606 5,514
v 4,2 1,2 — 1l 7,5 481 3,607

np: nanoparticulas. RM, Intensidad de sefial: hiperintensidad “1”, hipointensidad ”|”, isointensidad “—".

Tras sustraer los valores de concentracién media de hierro total enddgeno, calculados
en las ratas de control, de los obtenidos en los animales que recibieron fluido
magnético, la concentracion media de metal atribuible a administracion exégena en las
ratas del experimento NanoMag-Espectro 1 fue de 1,83 mg, y en las del experimento
NanoMag-Espectro 2 de 2,9mg. Teniendo en cuenta que en estos dos experimentos
se administraron 3 y 4,2mg de nanoparticulas de hierro, de ello se deduce que en los
sinusoides hepaticos quedé aproximadamente depositado el 61% y el 69% del hierro

administrado por via exdgena.

2.3. Sinopsis de resultados de la administracion intravenosa

Considerando los experimentos de los apartados 2.1 y 2.2, sélo se produjeron muertes

durante la cirugia en dos de los 22 animales a los que se les administré fluido, lo que
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supone un 9% de mortalidad atribuible al proceso quirurgico de administracion por via

intravenosa.

Por otro lado, tras descartar las dos ratas en las que se comprobo inyeccion deficiente
de lipiodol® o magnetofluido, de los 20 animales inoculados, cuatro murieron por
efectos atribuibles a la infusion, lo que supuso globalmente un 20% de mortalidad.
Ademas, tres de los cuatro animales habian recibido dosis de 1,6ml/kg. En las ratas

que recibieron dosis menores de 1ml/kg no se produjeron decesos imprevistos.

Pese a que en los experimentos in vitro los resultados sugerian que las secuencias EG
de TE largo eran las mas adecuadas para detectar la presencia de nanoparticulas, en
los experimentos in vivo fueron las secuencias con TE de 4ms, las mas adecuadas en

la identificacion de metal hepatico.

2.4. Experimentos de infusion por via intra-arterial

En el experimento NanoMag-Arterial 1 para valorar la técnica quirdrgica y la
administracion intra-arterial del fluido, dos animales murieron en las primeras tres
horas tras la cirugia, cuatro en las 24 horas siguientes y tres entre las 24 y 48 horas
tras la administracion del lipiodol®. Asumiendo las muertes ocurridas en las tres horas
tras la cirugia como un efecto directo de la misma, ello supuso un 20% de mortalidad
relacionado con el proceso quirurgico de administracion. Por otro lado, de los ocho
animales restantes, siete murieron en las horas siguientes a la administraciéon del
fluido. Es decir, el 87% de las ratas a las que les administraron dosis de lipiodol® de

0,6 -1ml/kg, murieron en un plazo de 48 horas.

A los dos animales que experimentaron deceso per-operatorio se les extrajo el higado.
Tras fijar la viscera en formol se practico TCMC. La muerte precoz de los animales
evitd la progresion distal del contraste que quedo detenido en el arbol arterial principal.

Este evento permitié un estudio pormenorizado de la vascularizacion del higado.
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Irrigacion arterial hepética (figura 60): La arteria hepatica, en las proximidades del

hilio, se ramifica en tres derivaciones principales:
e Una rama comun que irriga tanto el proceso caudado como el |6bulo derecho.
¢ Segunda ramificacién que da flujo a los dos segmentos del proceso papilar.
e Tercer tronco arterial que irriga tanto el I6bulo medial como el Iébulo izquierdo.

De este ultimo tronco nace en primer lugar una rama arterial que nutre parte del
segmento derecho del I6bulo medial. Seguidamente, una segunda rama, con
bifurcacion precoz, da flujo a los segmentos derecho e izquierdo del I6bulo medial.
Finalmente, el extremo distal del tercer tronco arterial irriga el I6bulo lateral izquierdo.

Esta arteria, en el seno del tejido visceral, se ramifica en varias arteriolas hepaticas.

Figura 60. Vascularizacion arterial hepatica.

LM: Loébulo Medial. LLD: Lébulo Lateral
Derecho. LLI: Lébulo Lateral Izquierdo. PC:
Proceso Caudado. PP: Proceso Papilar.
Flecha roja: Ligadura quirdrgica de la arteria
hepatica en el hilio.

A. Diferentes I6bulos hepaticos en visién
caudal.

B. TCMC, reconstrucciéon VR del arbol arterial,
vision caudal equiparable a la anatémica. 1:
arteria del PC y LLD; 2: arteria del PP; 3:
arteria del LM y LLI.

C. TCMC, reconstruccion VR del arbol arterial, visiéon craneal, opuesta a la visién anatémica. 3:
arteria del LM y LLD; a: arteria del segmento derecho del LM; b: arteria de los segmentos derecho e
izquierdo del LM; c: arteria del LLI.
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Figura 60 cont. Vascularizacion arterial hepatica.

D. TCMC, reconstruccion MIP del arbol arterial, visiéon frontal del LM; a: arteria del segmento
derecho del LM; b: arteria de los segmentos derecho e izquierdo del LM.

E. TCMC, reconstruccién MIP del arbol arterial en visién frontal y habiendo eliminado el volumen
correspondiente a la vascularizacion del LM. 1: arteria del PC y LLD; 2: arteria del PP; 3: arteria del
LMy LLI; c: arteria del LLI.

En el experimento NanoMag-Arterial 2 se valoro la correcta administracion intra-
arterial de lipiodol®. En tres casos se aprecié una adecuada administracion del
contraste, caracterizada por homogénea hiperdensidad hepatica. Sin embargo, en dos

casos (40%) se apreciaron datos de administracion deficiente del lipiodol® (figura 61).

Figura 61. Administracion intra-arterial de lipiodol®, TCMC, cortes axiales.

En la rata 1v se observa adecuada y homogénea hiperdensidad en el parénquima hepatico, lo cual
supone una adecuada infusién del lipiodol®. En la rata 2v se indica un foco hiperdenso
retroperitoneal de lipiodol® (flecha) y minimos focos de contraste en el higado.
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En resumen, la administracién intra-arterial del magnetofluido resulté un proceso de
realizacion dificultosa, con un 20% de mortalidad directamente atribuible al mismo.
Ademas, la tasa de procedimientos inadecuados fue elevada: en un 40% de casos el
procedimiento no se consiguié realizar correctamente. En este contexto, la TCMC
resultdé util para determinar la correcta administracion intra-arterial del lipiodol®.
Finalmente, las dosis de lipiodol® usadas, bien toleradas en los procesos de
administracion intravenosa, produjeron una alta mortalidad por via arterial, lo cual
plantea la necesidad de desarrollar procedimientos de infusidon selectiva de los fluidos.
Estos procedimientos deberan basarse en la caracteristica vascularizacion arterial

descrita en este apartado.
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Resultados de los experimentos realizados en el

modelo experimental de metastasis hepaticas multiples

En este apartado se presentan los resultados de los experimentos en los que se
administr6 magnetofluido a través de arteria celiaca, a dos grupos de ratas con

metastasis en diferentes estadios evolutivos.

1. Experimento preliminar: vascularizacion del higado

metastatico

Previamente a la administracién de los magnetofluidos por via de la arteria celiaca, se
realizd un experimento preliminar para corroborar la irrigacidn exclusivamente arterial
de las metastasis hepaticas. Para ello se administré lipiodol® por via venosa y arterial
y se comprobd su difusion en higado metastatico mediante TCMC. Descripcion de los

resultados:
eLipiodol® a través de vena ileo-cdlica:

En ninguna de las dos ratas a las que se administré el lipiodol® intra-venoso se

produjeron complicaciones derivadas del proceso quirurgico.

En el escaner realizado en uno de los animales se aprecio parcial captacién del
parénquima hepatico. En la necropsia se comprobdé que el higado no realzado se

encontraba extensamente infiltrado por tejido neoplasico.

En la TCMC practicada a la segunda rata se observé un foco nodular de ausencia
de captacion en el I6bulo izquierdo, de 5mm de diametro. Tras practicar la
necropsia al animal, se comprobdé que el déficit de captacion era motivado por la

presencia una lesion tumoral (figura 62).
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Figura 62. Experimento preliminar, administracion intravenosa de contraste.

A. TCMC, reconstruccién sagital. Foco de defecto de captacion (flechas azules) en zona profunda
de Iobulo lateral izquierdo.

B. Seccién histolégica similar a la imagen de escaner. Se presenta la lesién metastatica (flechas
azules) no realzada en el estudio de imagen.

eLipiodol® a través de arteria celiaca:

El experimento sélo pudo ser concluido en una de las ratas, puesto que el otro

animal no se recupero de la anestesia.

En la rata estudiada se observé una tenue captacion de contraste en el
parénquima hepatico, y una masa hipercaptante ubicada en el proceso papilar. En
el estudio de necropsia se comprobd que la lesion realzada con intensidad se

correspondia con un conglomerado de varias metastasis (figura 63).

De los resultados obtenidos se deduce que también en nuestro modelo experimental la
irrigacién de las metastasis procede exclusivamente de vasos arteriales. El aporte de
las nanoparticulas suspendidas en lipiodol® ha de ser, por tanto, realizado por via

arterial, tal y como habia sido previamente planteado.
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Figura 63. Experimento preliminar,
administracion arterial del contraste.

A. TCMC, corte axial. Masa hipercaptante en
proceso papilar (flecha roja).

B. TCMC en reconstrucciéon coronal de la
misma lesion.

C. Higado extirpado. Se aprecia aspecto
atigrado del parénquima hepético debido a la
presencia del lipiodol®. También se sefialan
varias lesiones metastaticas en el proceso
papilar que en conjunto creaban un aspecto
de masa en el escéaner.

2. Resultados relativos a la administracion intra-arterial del

magnetofluido en higado metastatico

Los experimentos realizados para evaluar el depdsito de nanoparticulas magnéticas
en higado y metastasis, se practicaron sobre un numero inicial de 23 ratas. De ellas,
20 desarrollaron patologia metastatica hepatica y cinco animales murieron durante los
diferentes procesos quirurgicos y de infusion de los magnetofluidos. La administracion

de 1,5mg de nanoparticulas en 0,15ml de lipiodol®, se practicé a los 24 dias de la
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diseminacion tumoral en el grupo de infusion precoz (GIP), y a los 33 dias en el grupo
de infusion tardia (GIT). El grupo control quedo constituido también por cinco animales
procedentes del remanente de ratas de los grupos anteriores, dos del GIP y tres del

GIT.

2.1. Técnicas de imagen

En las siguientes 12 horas tras la administracién de las suspensiones, los animales de
los experimentos GIP y GIT se sometieron a los procedimientos de imagen.

Descripcion de los resultados:
o Experimento GIP

En los estudios de TCMC se observo realce homogéneo del parénquima hepatico

atribuible a la presencia de lipiodol®.

En los procedimientos de RM se detectaron lesiones nodulares hiperintensas,
compatibles con metastasis, en las secuencias STIR. En las secuencias EG no
fue posible detectar las metastasis, dado que la presencia de nanoparticulas en

su arbol vascular las hizo indistinguibles del resto del higado sano (figura 64).

Figura 64. RM del experimento GIP.
A. Secuencia STIR (3600/29; TI: 130). Se indican dos lesiones metastaticas hiperintensas.

B. Secuencia EG (120/4). Las metastasis aparecen hipointensas, al igual que el parénquima
hepético circundante.
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e Experimento GIT

En TCMC el higado se mostré hiperdenso
debido a la presencia del lipiodol®; sin
embargo, también se observaron areas de
heterogénea distribucion del contraste, en las

que se alternaban zonas de ausencia o

minimo realce con focos de hipercaptacion.

Hallazgo sugestivo de metastasis en
I6bulo izquierdo. Lesién con periferia

corresponder a lesiones metastaticas grandes :
hipercaptante y centro hipodenso.

(figura 65).

En los estudios de RM y en las secuencias STIR, se detectaron masas policiclicas
hiperintensas que resultaban compatibles con infiltraciones tumorales mas
extensas que las observadas en GIP. Sin embargo, en las secuencias EG las
masas eran parcialmente identificables. En estas imagenes, las lesiones
mostraban una zona central isointensa a la musculatura paravertebral, y una

periferia hipointensa indistinguible del parénquima hepatico (figura 66).

Figura 66. RM del experimento GIT.

A. Secuencia STIR (3600/29/130). Se sefiala una masa metastatica en el I6bulo izquierdo,

B. Secuencia EG (120/4). La metastasis parece mas pequefia, con centro isointenso a la
musculatura paravertebral, pero con periferia de intensidad de sefial similar al higado adyacente.
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La valoracion conjunta de los hallazgos derivados de los estudios de TCMC y RM

aporto los siguientes resultados:

1. Las metastasis hepaticas en las ratas GIP captaron magnetofluido de forma
similar al higado sano, puesto que no fueron distinguibles en la TCMC y
tampoco en las secuencias de RM sensibles a la presencia de

nanoparticulas.

2. Las metastasis hepaticas en las ratas GIT captaron magnetofluido de forma
irregular. Los hallazgos observados en TCMC y RM fueron concordantes con
el hecho de que el fluido quedé depositado en la periferia, pero no alcanzé el

lecho tumoral mas intimo.

2.2. Resultados de la determinacion del hierro con espectrometria

Tras la realizacion de las pruebas de imagen se procedié a sacrificar a los animales.
Se extrajeron los higados para determinar la infiltracidn metastatica y cotejar los
hallazgos con las pruebas de imagen, y para tomar las diferentes muestras tisulares

de las que se obtendrian las concentraciones de hierro.
Descripcion de los resultados:
e Experimento GIP

En el estudio visual, los higados de las cinco ratas mostraron un desarrollo
tumoral no muy profuso, con metastasis que en ningun caso superaron los 3mm
de didmetro. Tampoco en ningun caso se apreciaron mas de diez focos tumorales

(tabla 41).

Las imagenes sugestivas de patologia tumoral apreciadas en las secuencias

STIR de RM, se correspondieron con lesiones metastaticas.
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Del tejido hepatico se recogieron cinco muestras de 119-486mg. El valor de la

mediana de la concentracion de hierro fue de 203,8microg/g (rango: 169,6-236,1).

Del tejido tumoral se tomaron seis muestras con pesos de 22-361mg. La mediana
de la concentracion de metal en ellas fue de 202,6microg/g (rango: 144,9-371,7),

(figura 67).

Tabla 41. Resultados del experimento GIP.

IDENTIFICACION
Experiment/ rate

DESARROLLQ MUESTRAS

TUMORAL HIGADO METASTASIS
N°/ Tamano Ident. Peso Esptr-Fe Ident. Peso Esptr-Fe

<3/ 3-7/ >7 (mg) microg/g) (mg) ‘microg/qg)
2R 7 <3 2RH 486 169,6 2RM 124 161,7
3R 8 <3 3RH 281 203,8 3RM 273 186,3
e 5R 6 <3 5RH 474 194 5RM 361 144,9
1AN | 10 <3 1ANH 182 236,1 1TANMA1 65 218,8
TANM2 119 243,9
2AN | 7 <3 2ANH 119 214 2ANM 22 371,7

Esptr-Fe: Valores de las concentraciones de hierro determinadas con espectrometria.

o Experimento GIT

Tras la extraccion hepatica y analisis visual, en las cinco visceras se aprecio
desarrollo tumoral mas profuso, tanto en el numero de implantes como en el

tamafo de los mismos (tabla 42).

Se comprobé que los hallazgos observados en TCMC y en RM se
correspondieron con metastasis grandes o segmentos hepaticos profusamente

infiltrados por patologia metastatica. En ningun caso se aprecié necrosis tumoral.
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Para el analisis de espectrometria se tomaron cinco muestras de tejido hepatico
sano con pesos de 182-493mg. El valor de la mediana de la concentracién de

hierro fue de 174,3 microg/g (rango: 148,5-213,2).

Por otro lado, se tomaron ocho muestras de tejido tumoral con pesos de 77-
492mg. El valor de la mediana del metal obtenida fue de 69,9 microg/g (rango:

47 4-90,8), (figura 67).

Tabla 42. Resultados del experimento GIT.

DESARROLLQ MUESTRAS
IDENTIFICACION TUMORAL HIGADO METASTASIS
Experiment/ rate N°/ Tamano Ident. Peso Esptr-Fe Ident. Peso Esptr-Fe
<3/ 3-7/ >7 (mg) microg/g) (mg) ‘microg/g)
2V 12 3-7 2VH 722 203,3 2VM 492 84,5
4V 10 3-7 4VH 493 174,3 4VM 217 47,4
2A 10 >7 2AH 182 213,2 2AM1 136 85,8
- 2AM2 257 90,8
LAIR H. Tumoral |1A1RH 358 168 A1RM1 133 64,7
AMRM2 77 61,8
A1TRM3 95 64,5
1R H. Tumoral 1RH 409 148,5 1RM 435 75

Esptr-Fe: Valores de las concentraciones de hierro determinadas con espectrometria.

e Experimento del grupo Control

Del grupo de cinco ratas que no recibieron fluido magnético se obtuvieron seis
muestras de tejido hepatico sano y tumoral, para determinar mediante
espectrometria las concentraciones de hierro endégeno (tabla 43). El peso de las
muestras hepaticas fue de 73-313mg, y el de las metastasis de 48-186mg. La
concentracién media de metal encontrada en el tejido hepatico fue de 138,3
microg/g (DS: 51,6) y en el tejido metastatico de 49 microg/g (DS: 31,9), (figura

67).
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Tabla 43. Resultados del experimento del grupo de ratas de control.

DESARROLLO MUESTRAS
IDENTIFICACION | TOMORAL HIGADO METASTASIS
Experiment/ rate N°/ Tamano Ident. Peso Esptr-Fe Ident. Peso Esptr-Fe
<3/ 3-7/ >7 (mg) microg/g) (mg) 'microg/q)
1C 10 <3 1CH 219 195,3 1CM 186 85,3
2C 15 <3 2CH 313 155,6 2CMA1 84 94,7
3C H. Tumoral | 3CH1 73 91,6 3CM1 51 24,4
Zontrol
3CH2 84 59,5 3CM2 48 27,2
4C H. Tumoral 4CH 135 158,4 4CM 170 31,3
5C H. Tumoral 5CH 166 169,5 5CM 102 31,5

Esptr-Fe: Valores de las concentraciones de hierro determinadas con espectrometria.

microglg

[l Fe higado
2501 [] Fe metastasis
200 + *
150+
1004
50 T
0-

Grupo Control GIP GIT

Figura 67. Diagrama de Cajas: Concentracion de hierro en los diferentes grupos de ratas.

El rectangulo representa el rango intercuartil (RIQ: percentiles25-75), la linea central es la mediana y
los bigotes representan los valores extremos (maximo-minimo) sin superar 1,5 veces el RIQ.
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2.3. Andlisis de los resultados de espectrometria

En el analisis estadistico de los resultados, se encontraron diferencias globales
significativas tanto en los valores de concentracion de hierro hepatico como en los
determinados en la metastasis (test de Kruskal-Wallis; respectivamente p:0,037 y p:

0,02).

El estudio en detalle mostré diferencias significativas entre el hierro hepatico
determinado en los experimentos GIP y control (p: 0.017), pero no asi entre las

muestras de los experimentos GIP y GIT (p: 0.222).

Hubo diferencias significativas entre las concentraciones de hierro determinadas en las
metastasis de las ratas del experimento GIP y las de control (p: 0.002), y entre las
concentraciones de metal obtenidas de los experimentos GIP y GIT (p: 0.001). No se
observaron diferencias entre los valores de hierro determinados en metastasis de ratas

del experimento GIT y del grupo control (p: 0.228).

Tras sustraer los valores de concentracion media de hierro endégeno calculados en
las ratas de control, de los obtenidos en los animales que recibieron fluido magnético,
la concentracion media de metal atribuible a administracion exdgena en las ratas del
experimento GIP fue de 172,2 microg/g (DE: 82,2) en el tejido tumoral y de 65,2
microg/g (DE: 24,6) en el tejido hepatico. En estos animales, la razén entre la cantidad
de metal exdgeno presente en el tejido neoplasico y en el tejido sano resulté de 2,6:1,
es decir, el tejido tumoral acumuld 2,6 veces mas cantidad de hierro que el tejido
hepatico sano. Por otro lado, los valores de hierro exdgeno determinados en las ratas
del experimento GIT fueron de 22,7 microg/g (DE: 14,7) en el tejido metastatico y de
43,1 microg/g (DE: 26,5) en el tejido sano. En este grupo, la razén entre el metal

exogeno presente en el tejido neoplasico y en el higado sano resulté de 0,5:1, es
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decir, las metastasis de estos animales con infiltracion neoplasica mas extensa

acumularon la mitad de hierro exégeno que el higado sano.

Finalmente, en el estudio comparativo entre concentraciones de hierro exégeno
determinadas en higado y metastasis intra-grupo, se encontraron diferencias
significativas en el experimento GIP (p: 0,043), pero no se encontraron diferencias en

el experimento GIT (p: 0,138).
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El cancer colo-rectal supone la tercera causa de enfermedad neoplasica en el mundo
occidental. Uno de los retos que en la actualidad sigue planteando esta enfermedad,
es el enfoque terapéutico de la patologia metastatica que un elevado porcentaje de
pacientes desarrolla en el curso de su proceso patologico, y que demuestra especial
predileccidon por el asiento hepatico. En este mismo contexto puede también
encuadrarse la problematica derivada de la recidiva local hepatica, que surge tras la

realizacidn previa de procedimientos terapéuticos de exéresis tumoral.

En la enfermedad metastatica hepatica el tratamiento quirargico resulta de eleccion,
sin embargo su aplicacion no siempre es posible, y ademas, con relativa frecuencia se
producen recurrencias, atribuibles al desarrollo de microimplantes tumorales alojados
en el higado remanente’™. Similar inconveniente muestran otras terapias locales tales
como la termoablacidon con radiofrecuencia, en donde las recidivas locales también
son frecuentes. En relacién con este evento y quizas en su origen, se encuentren los
fendmenos de regeneracion hepatica que de forma fisiolégica se desencadenan tras
una hepatectomia parcial. Estos fenémenos se relacionan con el incremento de los
niveles de determinadas citoquinas y factores de crecimiento, que no sélo estimularian

la regeneracién del tejido sano, sino también el desarrollo de las micrometastasis *"''>

20 Las células tumorales poseen receptores de superficie sensibles a estas
sustancias, y su presencia inducira la replicacion celular y el consiguiente incremento

de la masa tumoral. Por otro lado, los factores de crecimiento angiogénicos y
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estimuladores de los fibroblastos, que desencadenan el desarrollo del andamiaje
conectivo-vascular necesario para sustentar el proceso regenerativo-curativo, también

colaborarian dando soporte al entramado celular tumoral.

Dado que el higado es el érgano sélido que con mayor frecuencia sufre patologia
neoplasica primaria o metastatica’®’ y de acuerdo con lo expuesto, el desarrollo de
técnicas de diagndstico capaces de detectar con precocidad la lesion neoplasica, y de
terapias enfocadas al tratamiento local de la misma, se encuentran en auge tanto en

el ambito clinico como en el experimental.

En los siguientes apartados se evaluaran los resultados obtenidos en nuestro estudio,
relativos a la aplicabilidad de diferentes técnicas de diagndstico por imagen en
oncologia experimental hepética; y se valorara la aportacién de estos procedimientos
de diagndstico no invasivo en la monitorizacion y desarrollo de un modelo murino de
metastasis de adenocarcinoma de colon. También se argumentara sobre la
competencia de los procedimientos de imagen a la hora de determinar la adecuada
consecucion de un deposito intra-vascular de fluidos magnéticos con finalidad
terapéutica, tanto en tejido hepatico sano como en tejido neoplasico. Finalmente,
basandonos en los resultados obtenidos en los procedimientos de imagen, y
conjuntamente con las determinaciones aportadas por la aplicacién de técnicas de
laboratorio, se razonara sobre la tedrica capacidad de induccién térmica de los fluidos
magnéticos, asi como sobre su potencial rendimiento y utilidad en la terapéutica

clinica.
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La monitorizacion del modelo experimental mediante

técnicas de imagen

1. Evaluacion morfologica mediante Ecografia

Una vez solventado el inconveniente de la imprescindible depilaciéon previa a la
practica de la exploracién ecografica, las variaciones en la impedancia acustica entre
los diferentes 6rganos del abdomen de la rata han hecho posible la obtencién de
imagenes anatomicas adecuadas, tanto del higado como de las visceras de vecindad.
En este entorno, el conocimiento pormenorizado de la anatomia macroscépica
murina, permite posteriormente discriminar con sencillez, en los estudios de US, los
diferentes 6rganos. Ademas, la posibilidad de complementar las imagenes
morfologicas con las derivadas de la aplicacién de las diferentes técnicas de US-
Déppler, facilita la identificacion y localizacion de las estructuras vasculares arteriales

y venosas.

Los dos equipos de US de los que se ha dispuesto han permitido practicar con
solvencia los estudios ecograficos anatomicos. Sin embargo y como era previsible, las
US obtenidas con la sonda lineal multi-frecuencia de 6-18 MHz, han proporcionado
imagenes con mayor detalle anatomico que las conseguidas con el ecografo dotado
del transductor de 10 MHz. Esta circunstancia resulta concordante con el hecho
conocido de que las ondas sonicas de frecuencias mas altas proporcionan imagenes
de mayor resolucién espacial. Ademas, aunque estas ondas también poseen una
menor capacidad de penetracion en los tejidos, esta limitacion no afecta a las US
realizadas en animales con pesos superiores a los 200gr, en los que en general, no se

exploran estructuras ubicadas a una distancia del transductor superior a los 25mm.
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En lo referente al estudio y reconocimiento morfolégico de la patologia, la US ha
permitido detectar las masas inflamatorias en el 92% de los animales explorados. Esta
elevada tasa de deteccion esta motivada por dos causas. De un lado, las propias
caracteristicas morfoldgicas de las masas inflamatorias les confieren un aspecto lo
suficientemente caracteristico como para que puedan ser facilmente distinguibles de
las estructuras de vecindad. Por otro lado, el tamafo de estas lesiones, en varios
casos superior a los 10 mm, también ha permitido su localizacién e identificacion. En
esta primera aproximacion al diagndstico patoldgico por imagen, ya se apunta una de
las mayores utilidades atribuibles a la monitorizacién no invasiva de los modelos
experimentales, tal es la posibilidad de realizar estudios longitudinales evolutivos, es
decir, controles sucesivos del desarrollo nosoldgico en los mismos individuos'?. En
estas US practicadas sobre los mismos grupos de animales, se ha podido comprobar
la progresiva disminuciéon de tamafo de las masas inflamatorias, las modificaciones
en sus caracteristicas morfolégicas y su transformacion hasta quedar convertidas en
lesiones de tipo cicatricial (figura 68). Estos focos cicatriciales se comportan como
imagenes altamente ecogénicas o refringentes y su aspecto ecografico coincide con el
de otros procesos cicatriciales pero de diferente etiologia, como son los relacionados

con fendmenos de necrosis y fibrosis tumoral'®.

Figura 68. US evolutiva de las masas inflamatorias.

A. Gran masa inflamatoria de 13 mm. B. Tras 6 dias la lesién ha disminuido de tamaro, diametro: 10 mm.
Se observa con mayor claridad la formacién de una pseudocapsula que rodea la zona central necrética
hiperecoica. C. En otro animal se observa una lesion muy ecogénica (flechas) que en el analisis patolégico
se correspondié con una pequefa lesion residual fibro-cicatricial.
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Mediante la aplicacién de los signos y criterios ecograficos de afectacién tumoral
hepatica® se han detectado globalmente el 52% de las lesiones metastaticas. Las
masas extra-hepaticas han resultado de diagndstico sencillo, y su presencia se ha
determinado correctamente en todos los casos. Este hecho muy probablemente viene
motivado por las notables diferencias de impedancia acustica existentes entre el tejido

tumoral y la grasa hiperecoica peritoneal que envuelve a estos implantes.

La deteccidén de las lesiones intra-hepaticas entrafia mas dificultades. En trabajos
previamente publicados se han estudiado modelos oncoldgicos animales de lesiones
de asiento hepatico tales como hepatoma, metastasis de melanoma murino o
metastasis de carcinoma humano de colon y de mama'?*'?*. En estos modelos, las
lesiones tumorales presentaban invariablemente un aspecto hipoecoico, y su
distincidon respecto del parénquima adyacente, segun los autores de los trabajos,
resultaba adecuada. Sin embargo, las caracteristicas ecograficas de las lesiones
observadas en nuestro modelo son distintas a las descritas en los estudios
previamente aludidos. En nuestro modelo experimental, y al igual que se ha
constatado a nivel clinico, las metastasis de adenocarcinoma de colon se comportan

como nédulos mas o menos hiperecoicos’'"

, que destacan con mayor o menor
claridad sobre el patron ecografico de fondo. Quizas este aspecto se encuentre en
relacion con diferencias en cuanto al grado de vascularizacion y al estadio evolutivo
de las lesiones neoplasicas, puesto que como ya ha sido expuesto, las lesiones mas
vascularizadas suelen mostrar un aspecto mas ecogénico®°. Dado que en general y
a priori la vascularizacion relativa de una lesién disminuye en relacion a su incremento
volumétrico, esto supondria que la ecoestructura de las lesiones de mayor tamafio
disminuiria, lo cual comportaria dificultades en cuanto a su identificacion. Sin

embargo, este efecto queda minimizado al concurrir otros signos ecograficos. Asi, el

incremento volumétrico tumoral lleva aparejado el desarrollo de deformidades en los
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contornos hepaticos, y esta circunstancia se hace mas evidente cuando varias
lesiones neoplasicas asientan en un mismo lébulo hepatico. Quizas esta ultima causa
sea la responsable de que las infiltraciones tumorales con mayor porcentaje de
deteccion, 55%, se hallen ubicadas en el I6bulo caudado, localizacion que con mas

frecuencia se ha visto afectada por una invasién neoplasica mas profusa.

En nuestro trabajo no se han practicado estudios ecograficos longitudinales para
evaluar los cambios morfolégicos evolutivos de las lesiones tumorales. Sin embargo,
la practica de un amplio numero de series de US realizadas en animales con
infiltracién tumoral hepatica mas o menos profusa, hace posible el dibujo ecografico

del modelo de progresion neoplasica descrito a continuacion (figura 69):

En estadios iniciales las lesiones neoplasicas aparecen como noédulos

hiperecoicos bien definidos.

¢ Cuando los nédulos se ubican en las proximidades de la capsula hepatica, o
cuando al incrementar su volumen alcanzan la superficie del higado, inducen

un festoneado o deformacion de los contornos hepaticos.

e En estadios mas avanzados las metastasis confluyen e invaden ampliamente
los lébulos hepaticos, los cuales adoptan un aspecto hinchado por la gran

masa tumoral que acumulan.

¢ Durante la progresion volumétrica el patron ecografico se modifica, y tiende a
volverse mas heterogéneo e iso o0 hipoecoico respecto al higado; este evento,
tal y como se ha apuntado previamente, puede encontrarse en relacion a

cambios en el grado de vascularizacién tumoral.
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Figura 69. Secuencia evolutiva ecografica del desarrollo tumoral en el modelo experimental.

A y B. Estadio precoz de metastasis hiperecoicas (flechas amarillas) en dos ratas, diametro: 2,5mm.
C. Festoneado hepético por presencia de dos metastasis subcapsulares (flecha). D. Contorno
hepéatico abombado (cursores de medida) por presencia de un implante hiperecoico de 6x3mm.

E. Implante isoecoico de 7mm (flechas) con halo
hipoecoico. Se localiza en el I6bulo caudado y
adyacente al rifién (RA).

F. Metastasis de 12mm (cursores) en lébulo
izquierdo que abomba el contorno interno.
Conserva una elevada ecoestructura.

G. Extensa infiltracion en lobulo caudado que
adopta aspecto de masa (flechas amarillas). La
ecoestructura es bastante heterogénea. Se ubica
junto a una lesion fibro-cicatricial (flecha blanca)
secundaria a hepatectomia parcial del I6bulo
izquierdo.
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Las variaciones en el patron ecogréfico de las lesiones tumorales han sido también
descritas en otros modelos experimentales. Asi, la aparicion de focos anecoicos en el
seno de lesiones solidas hipoecoicas implica el desarrollo de focos de necrosis
tumoral, mientras que la observacion de focos de ecoestructura aumentada en
lesiones previamente hipoecoicas, denota la aparicion de fendmenos fibro-
cicatriciales'?*'%'%° En este ambito, el conocimiento de la dinamica del desarrollo
tumoral y de los cambios morfoldgicos ecograficos asociados, resultan interesantes no
so6lo para aprender el curso natural de la enfermedad, sino también porque posibilita la
evaluacion y monitorizacién de la eficacia de hipotéticos tratamientos anti-tumorales.
La competencia como método de control no invasivo de progresion de la patologia
que brinda la US, permite evaluar mas eficazmente la utilidad de estos nuevos

122,125

tratamientos , puesto que posibilita la realizacion de estudios secuenciales de

respuesta terapéutica en el mismo grupo de individuos a examen.

Otro de los factores determinantes a la hora de conseguir detectar lesiones en
estadios mas precoces viene limitado por la potencia acustica de las sondas de US
empleadas. En nuestro modelo experimental se han logrado detectar el 91% de las
lesiones superiores a 7 mm y solo el 29% de las lesiones de tamafio préximo a los
3mm. Sin embargo, cuando se han considerado de forma aislada los casos
detectados con la sonda lineal multi-frecuencia de 6-18 Mhz, se consiguen identificar
el 50% de las lesiones de tamafio igual o menor a 3mm. En estudios experimentales
de hepatoma murino y utilizando sondas de 10 MHz, el limite de deteccion de las

lesiones neoplasicas se ha establecido en los 5mm de diametro tumoral'®®

, mientras
que en otros estudios practicados con sondas de 15 MHz el limite ha quedado
establecido en los 3,7mm'®*. Finalmente, aplicando la tecnologia de biomicroscopia

ecografica'® en la que se emplean sondas de muy alta frecuencia, hasta 40 MHz, se

consiguen detecciones de lesiones metastaticos hepaticas de hasta 0,22mm de
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diametro'??. Estas consideraciones demuestran claramente la relacion existente entre
la frecuencia suministrada por las sondas ecograficas y la capacidad de resolucién y
deteccidon. Sin embargo, no se debe olvidar el hecho de que la mayor frecuencia
implica menor capacidad de penetracion en los tejidos, de tal forma que al elegir un
equipo de ecografia se debe establecer un balance entre lo que se quiere explorar y la
sonda que debe ser utilizada. En este contexto y en el caso de biomicroscopia
ecografica, debe ser observado el detalle de que la profundidad focal efectiva
obtenida con esta tecnologia se encuentra en el rango de los 6mm, y esta
caracteristica es la responsable de que su uso quede restringido a modelos

experimentales de raton.

En funcién de todo lo expuesto, a la hora de estudiar modelos de patologia hepatica
tumoral, puede resultar de interés elegir estirpes neoplasicas con caracteristicas
ecograficas que permitan una facil distinciéon entre tejido patoldgico y tejido sano. Es
posible que las lesiones hipoecoicas resulten mejor identificables que las
hiperecoicas, pero en cualquier caso las diferencias de ecoestructura expuestas en
nuestro modelo parecen suficientes. Ademas, el reconocimiento y aparicion conjunta
de varios signos ecograficos de infiltracion tumoral, también incrementa la sensibilidad
de la técnica ecografica y en nuestra experiencia, el uso de sondas con frecuencia
maxima de 18 MHz ha resultado de utilidad en la monitorizacion del modelo

experimental.

A modo de sintesis se puede establecer que la valoracién morfolégica con US del

modelo experimental ha exigido del conocimiento preliminar de una serie de variables:

¢ Anatomia ecografica del area a explorar.

e Caracteristicas de las lesiones a estudio y de su curso evolutivo natural.

¢ Posibles limitaciones de la tecnologia ecografica disponible.
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Y de este modo, la adecuada observacion de estas premisas ha brindado una serie de

interesantes aportaciones:

e Capacidad de detectar la patologia y de discriminar los individuos que la

desarrollan de los que, por diferentes motivos, no se ven afectados por el

proceso nosoldégico.

e Posibilidad de establecer el diagndstico diferencial entre diferentes tipos de

lesiones: neoplasia intra-hepatica, implante extra-hepatico y masa inflamatoria.

e Propiciar el estudio evolutivo de los diferentes tipos de lesiones, sobre todo en

lo referente a estudios de valoracion no invasiva de respuesta a hipotéticas

terapias.

2. Utilidad de la Ecografia Déppler hepatica

La progresidon de un proceso neoplasico requiere del desarrollo de un entorno

vascular adecuado que permita el incremento de la masa tumoral. Estos fendmenos

de neoangiogénesis aparecen con volumenes de neoplasia de 1-2mm

El modelo experimental del presente
estudio, dejado a su progresién
natural, evoluciona hacia una
profusa infiltracion del parénquima
hepatico. En efecto, en |los
experimentos ECO-8 y sobre todo
en ECO-9, en los que se practico
necropsia respectivamente a los 42

y 70 dias de la siembra tumoral, se

3127,128

Figura 70. Pieza de Hepatectomia.

Higado procedente de ECO-9. Peso:19,56g. Practica
sustitucién del tejido hepatico de los I6bulos lateral
derecho (LLD) y de los diferentes segmentos del
caudado (LC) por masas neoplasicas.

comprobd un desarrollo neoplasico que invadia extensamente la viscera. En estos
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animales, varios lobulos hepaticos o incluso la totalidad del 6rgano, exhibian un
aspecto megalico y deforme motivado por el gran componente tumoral (figura 70). La
observacion de esta hepatomegalia tumoral nos indujo a la presuncion de que los
fendmenos de angiogénesis implicados en su aparicion pudieran resultar también de
intensidad significativa. Dado que el aporte vascular al tejido neoplasico hepatico es
arterial en su totalidad'*"®, resultaba razonable suponer que el flujo arterial hepatico
global se encontrase, de algun modo, afectado por la presencia de tejido tumoral en
mayor o menor cuantia, y que estas posibles perturbaciones podrian ser ademas

cuantificadas.

La US-Doéppler incluye un conjunto de técnicas con un uso restringido al estudio
vascular que permiten valorar diferentes parametros hemodinamicos. Mediante US-
Déppler Triplex, es posible determinar velocidades de flujo en el arbol vascular, al
mismo tiempo que se visualizan en tiempo real las estructuras evaluadas. Su
aplicacion en el territorio hepatico posibilita la realizacion de determinaciones a nivel
de vena Porta y arteria hepatica, e incluso permite establecer valores y rangos de
normalidad o patologia. En situaciones de patologia hepatica difusa cronica se han
comprobado alteraciones en diferentes indices hemodinamicos obtenidos a partir de
las velocidades y flujos arteriales y venosos. En general, en la patologia hepatica
difusa evolucionada, el riego de la viscera se arterializa, y ello supone incrementos
objetivados en la velocidad arterial maxima y en indices tales como la razén A/P y el

IDP778,

Ademas de estas mediciones realizadas sobre los propios vasos, en la actualidad es
posible practicar también estudios de la densidad vascular presente en un
determinado territorio o en una lesién tumoral. En general, los trabajos experimentales
sobre vascularizacion tumoral se realizan aplicando la técnica denominada Power-

Déppler, una variante de la US-Déppler Color que resulta mas sensible a flujos de
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baja velocidad. En esta técnica, sobre una imagen ecografica bidimensional en tiempo

real, se rastrea la totalidad del &rbol vascular, tanto arterial como venosa (figura 71).

En los estudios de oncologia, el Power-
Déppler resulta util para evaluar la mayor o
menor vascularizacion de una lesion

neoplasica sélida'®®

, pero ademas, por las
propias caracteristicas de las imagenes que

suministra, permite monitorizar la respuesta

a diferentes tipos de tratamientos. Esto se  Figura 71. Tumor hipervascular, valoracién
mediante técnica de Power-Doppler.

hace especialmente evidente en los

estudios en los que se valora la disminucién de los flujos vasculares tumorales tras la

administracién de agentes anti-angiogénicos'’. Ademas de con Power-Déppler,

también es posible evaluar y monitorizar los flujos intra-tumorales y las hipotéticas

respuestas a diversos tratamientos, mediante la aplicacion de procedimientos aun

mas novedosas tales como la US realzada con contraste™’

y la US-Doéppler de alta

frecuencia'?. En esta ultima, el empleo de sondas con frecuencia Déppler superior a

los 20MHz, permite incrementar de forma muy sustancial la sensibilidad de la técnica
p y

a la hora de valorar los flujos procedentes de estructuras vasculares muy pequenas, y

también sus posibles variaciones como respuesta a diferentes situaciones'*.

En base a todas estas consideraciones y a las limitaciones de nuestro estudio
derivadas tanto del modelo experimental como de los recursos técnicos disponibles,
nos planteamos evaluar mediante US-Déppler Triplex las hipotéticas perturbaciones
inducidas en los flujos hepaticos arteriales y portales, por una patologia hepatica
difusa de estirpe neoplasica. En los examenes de US-Déppler que iban a ser
practicados se conseguirian unos valores de velocidades arteriales y venosas

medidos a nivel del hilio hepatico. Estas determinaciones podrian verse afectadas por
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factores relacionados con los mecanismos de regulacion del flujo esplacnico de los
animales, y fundamentalmente por el nivel plasmatico de catecolaminas. A este
respecto, resulta importante remarcar que los estudios se realizaron procurando
minimizar posibles situaciones de estrés y en idénticas condiciones ambientales.
Asimismo, dado que las exploraciones debian realizarse bajo anestesia general, en
todas las series de US-Déppler se emplearon idénticas pautas anestésicas. En la
seleccion de los agentes anestésicos se considerd especialmente el hecho de que los
mismos, 0 sus combinaciones, no actuasen sobre los sistemas de regulacion del flujo
vascular visceral, de tal forma que la posible influencia de la pauta anestésica sobre
los valores hemodinamicos fuese minima. Segun este criterio, la combinacién elegida
a base de Diazepam y Ketamina resultaba optima. La Ketamina es un agente
anestésico con leve efecto hipertensivo, pero la asociacion de Diazepam anula el
efecto presor'’, de tal forma que su utilizacidn conjunta permite realizar

determinaciones hemodinamicas fidedignas.

En un primer momento y previamente a la practica de las series de US-Ddppler en
diferentes condiciones experimentales, se llevaron a cabo varios estudios destinados
a adecuar la técnica ecografica. En estos estudios se observé que las evaluaciones
hemodinamicas arteriales y venosas, solo podian practicarse en el primer mes tras la
siembra tumoral. La razén de esta circunstancia venia determinada por la predileccion
de las lesiones neoplasicas a afectar los diferentes segmentos del I6bulo caudado, de
tal forma que la deformidad que se generaba en la region hiliar, al progresar la
enfermedad, imposibilitaba los estudios arteriales. Esta caracteristica distribucion
neoplasica quizas venia favorecida por la posicidon declive que estos segmentos

hepaticos presentaban durante el proceso de siembra tumoral.

Dado que en nuestro modelo los animales eran sometidos a diversos procedimientos

quirurgicos ademas de ser inoculados con células tumorales, era preciso determinar la
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influencia de estos procedimientos en los valores hemodinamicos estudiados. Para
ello se evaluaron las velocidades arteriales y portales maximas y los indices A/P e IR,
en 25 ratas en condiciones basales, y en varias series longitudinales de US-Déppler
realizadas en 10 animales hepatectomizados, en seis ratas hepatectomizadas vy
esplenectomizadas y también en 18 animales con hepatectomia mas esplenectomia e
inoculacién tumoral. Durante la realizacion de estos procedimientos se produjeron
decesos imprevistos de animales en tres series de ratas, y las tasas de mortalidad
observadas oscilaron entre el 25% y el 60%. La posible aparicion de estos decesos,
atribuibles a reacciones adversas al proceso anestésico, debe ser tenida en
consideracion a la hora de disefar los estudios experimentales, puesto que la pérdida
imprevista de individuos puede posteriormente limitar el manejo de los resultados con

fines estadisticos.

En los animales hepatectomizados se observd una caida de las velocidades arteriales
y portales en la primera semana tras la cirugia. Estos parametros se fueron
posteriormente normalizando, e incluso en la tercera semana superaban los valores
basales, aunque con diferencias no significativas. Este incremento de flujos en la
tercera semana puede atribuirse a la aparicion y desarrollo de los procesos de
regeneracion hepaticos. Dado que las velocidades portales y arteriales mostraron un
curso similar, los cambios observados en la razén A/P y el IR, no presentaron

significacion estadistica.

En las ratas a las que ademas de la hepatectomia se les extirpd el bazo, en lo
referente a la velocidad portal el comportamiento fue similar al observado en los
animales hepatectomizados. Sin embargo, a nivel arterial se aprecié, desde las
primeras exploraciones, un incremento progresivo en las velocidades que se hizo
especialmente significativo en las US-Doppler correspondientes a la tercera semana

tras la cirugia. Este comportamiento podria obedecer a dos hechos concomitantes.
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Por un lado, al desarrollo, ya comentado, de fendmenos regenerativos hepaticos. Por
otra parte, la eliminacion del bazo parecia haber inducido una derivacion del flujo
vascular del tronco celiaco hacia el arbol vascular hepatico. Sea como fuere, estos
eventos repercutieron en los indices vasculares y pusieron en evidencia con mayor
significacion los fenémenos desencadenados, de tal forma que tanto el IR como la
razon A/P exhibieron incrementos estadisticamente significativas sobre todo en la

segunda y tercera semanas tras la cirugia.

Finalmente, en los animales en los que ademas se procedié a la inoculacién de
células tumorales, las velocidades arteriales y portales en las dos primeras semanas
tras la hepatectomia mostraron un comportamiento similar a los del grupo anterior. Sin
embargo, en la tercera semana se desencadenaron cambios reveladores. Por un lado,
la velocidad portal maxima persistié en valores bajos respecto a los basales, y no se
produjo la recuperacioén del flujo portal apreciado en los otros grupos. Por otro lado, la
velocidad arterial cayd, desvaneciéndose el efecto de la esplenectomia sobre este
parametro, el cual retrocedié hasta quedar en valores semejantes a los determinados
en las ratas hepatectomizadas. Estos cambios quedaban magnificados en los indices,
de tal forma que al comparar los valores de IR y razon A/P obtenidos en la tercera
semana tras la cirugia, correspondientes a los grupos de animales esplenectomizados
sin y con siembra tumoral, se encontraron claras diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos de ratas. La razon de esta caida en los flujos
arteriales y venosos en las ratas que desarrollaron lesiones neoplasicas puede
obedecer a varias causas. Por una parte, quizas fuera motivada por el incremento de
la masa tumoral, que en nuestro modelo era capaz de entorpecer el flujo vascular al ir
adquiriendo un volumen apreciable. De otro lado, el desarrollo de un arbol vascular

tumoral anémalo podria favorecer la aparicion de fendmenos de éstasis sanguineo
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que dificultasen la aferencia de la sangre portal y sobre todo la de procedencia

arterial, responsable fundamental del suministro al tejido neoplasico.

A la luz de estas observaciones puede concluirse en primer lugar, que las
modificaciones hemodinamicas desarrolladas en la patologia crénica difusa y la
patologia neoplasica difusa presentan diferente comportamiento. Por otro lado, las
determinaciones hemodinamicas no han demostrado un efecto predictivo precoz
sobre el posible desarrollo de lesiones neoplasicas en ratas inoculadas, puesto que
cuando las diferencias hemodinamicas entre ratas sin y con metastasis se han hecho
evidentes, la infiltracién tumoral puede ser ya apreciada directamente con técnicas
morfologicas de imagen. Sin embargo, de la realizaciéon de estos experimentos se
deriva una relevante conclusién. Asi, de los resultados obtenidos se deduce que para
alcanzar los lechos tumorales con mayor eficiencia, la administracion por via intra-
arterial de agentes terapéuticos, en nuestro modelo experimental, debe realizarse en
la segunda semana posterior a la hepatectomia. La administracion de fluidos en este
periodo de tiempo evitara el fenédmeno posterior de caida de los flujos vasculares
hepaticos y permitira que los fluidos administrados alcancen las metastasis de forma

Optima.

En sintesis, la valoracién con US-Doppler del modelo experimental ha requerido de la

observacién de una serie de premisas:
e Conocimiento de la anatomia vascular del area a explorar.

e Seleccién adecuada de una pauta anestésica y practica meticulosa de la

misma.

e Adecuada planificacion de los procesos experimentales longitudinales que

permitan posteriormente realizar estudios estadisticos.
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En base a estos planteamientos la US-Déppler ha propiciado las siguientes

aportaciones:

Obtenciéon de determinaciones hemodinamicas fidedignas a nivel de vena

Porta y de arteria hepatica.

e Posibilidad de practicar estudios longitudinales ecograficos en varios grupos

de animales.

e Capacidad de revelar los diferentes efectos que sobre los parametros
hemodinamicos evaluados inducen los procesos quirurgicos y de inoculacion

tumoral.

e Y finalmente, pero de especial relevancia, ha permitido definir el momento

optimo de administracion vascular de un agente potencialmente terapéutico.

3. Evaluacion morfolégica con Resonancia Magnética

La RM es una técnica de Imagen que cuenta con un alto potencial en todos los
ambitos del diagndstico no invasivo. En nuestro estudio, y de forma preliminar, se ha
evaluado la sensibilidad de un equipo de RM de uso clinico de 1,5 Tesla, en la
deteccion de metastasis hepaticas de adenocarcinoma de colon inducidas en ratas
Wag/RijCrl. La definicion del poder diagnostico de la técnica en este modelo
oncologico experimental, permitiia a posteriori realizar otro tipo de estudios
relacionados con la evaluacion no invasiva de la distribucion de fluidos magnéticos,
tanto en tejido hepatico sano como en tejido tumoral. En el presente apartado se
argumentara, por tanto, sobre el valor de la RM en la caracterizacion morfoldgica del
modelo animal empleado, de sus limitaciones y de sus posibles nuevas aplicaciones

en el entorno experimental.
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La realizacion de un estudio de RM requiere de un periodo de tiempo relativamente
prolongado, durante el cual, el organismo a estudio debe mantener una adecuada
inmovilidad. La RM es una técnica muy sensible al movimiento, y la presencia de éste,
condiciona la obtencion de secuencias con imagenes distorsionadas en las que la
evaluacion morfolégica se torna imposible. En funcidén de lo expuesto, resulta obvia la
necesidad de llevar a cabo estas exploraciones bajo anestesia general. La mezcla de
farmacos empleada en US, a base de Ketamina y Diazepam, también resulté util a la
hora de practicar los estudios de RM, de tal forma que la anestesia y relajacion
muscular obtenidas, proporcionaron unas condiciones Optimas de exploracion. Los
efectos beneficiosos de esta combinacion, ya quedaron patentes en las imagenes
conseguidas durante la primera serie de experimentos, realizada con objeto de definir
las caracteristicas anatémicas del abdomen de la rata. En estos primeros procesos se
obtuvieron imagenes morfoldgicas de calidad en las secuencias potenciadas en T1y
DP, y se consigui6 delimitar con claridad el higado y las diferentes visceras toracicas

y abdominales.

En estudios previamente publicados y practicados sobre modelos animales se ha
descrito la eficacia de la RM a la hora de detectar la patologia hepatica neoplasica’:.
En estas investigaciones, aplicando secuencias potenciadas en T1 y T2, se logran
detectar lesiones tumorales con un tamafio minimo de 2mm'* y ademas, se
comprueba que las caracteristicas de sefial observadas en las lesiones identificadas

son similares a las encontradas en la patologia humana'®'3®

, lo que permite
extrapolar facilmente los resultados obtenidos a la practica clinica. En estas
publicaciones se apunta también la utilidad de la RM en el control evolutivo de

lesiones neoplasicas, en experimentos secuenciales de valoracién de respuesta a

tratamientos anti-tumorales.
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En nuestro modelo se practicaron secuencias de RM en animales afectados por
metastasis de adenocarcinoma de colon en diferentes estadios evolutivos. Sin
embargo, y a diferencia de lo comunicado en los estudios aludidos, fue en las
secuencias STIR de TR corto en las que se consiguio detectar las lesiones de menor
tamafo. Las secuencias STIR son muy sensibles a la presencia de tejidos
patolégicos. Considerando de forma global los experimentos practicados, en estas
secuencias se logré detectar mas del 60% de los implantes tumorales de entre 1 y
5mm, que fueron posteriormente identificados en los estudios de necropsia. En lo
referente a las lesiones de mayor volumen, la tasa de deteccion resultd proxima al
100%. Estos resultados demuestran la alta sensibilidad de la RM en la deteccién de
alteraciones minimas en el parénquima hepatico, y reportan cifras que resultan
superiores a las conseguidas en las exploraciones de US. Sin embargo, los hallazgos
apreciados en las secuencias STIR resultan del todo inespecificos, y asi, pequefias
lesiones benignas de tipo quistico, pueden exhibir similar semiologia a la demostrada
por los implantes tumorales. Es por ello, por lo que estas secuencias altamente
sensibles deben complementarse con otro tipo de series de imagenes que
incrementen la especificidad de las exploraciones. En este contexto, la obtencién de
secuencias realzadas con medios de contraste de administracion vascular, resulta de
gran ayuda en el logro de este objetivo. Diferentes autores coinciden en esta
apreciacion, y en varios estudios se exponen los excelentes resultados aportados por
la RM con contraste, tanto en la deteccion de lesiones, incluso de tamafo inferior al
mm, como en la consecucién de un notable incremento en la especificidad del
diagndstico™®"*. Sin embargo, en nuestro estudio no han sido utilizados los agentes
de contraste, puesto que nuestro objetivo perseguia describir y conocer las

caracteristicas del tejido hepatico sano y tumoral, no desarrollar un método de
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deteccidén precoz de metastasis. Ademas la utilizacion de los medios de contraste

encarece las exploraciones y las hace mas laboriosas.

En el momento presente, una de las mayores desventajas atribuibles a los estudios de
RM es su elevado coste, el cual limita la disponibilidad de la técnica®. Este handicap
se hace especialmente patente a nivel experimental. Los equipos de RM no sélo
presentan un precio muy elevado, sino que ademas deben ser manejados por
personal técnico entrenado. Por otro lado, las exploraciones son prolongadas y su
interpretacion debe realizarse por especialistas expertos en patologia hepatica. Todas
estas razones ponen de manifiesto el hecho de que la RM no resulta apta para
realizar estudios exclusivamente sobre diagndstico y control del crecimiento tumoral
en modelos animales'*. En la actualidad, por tanto, los estudios de RM experimental
deben perseguir objetivos mas ambiciosos que entre otras justificaciones, permitan
rentabilizarlos. En patologia hepatica tumoral las lineas preferentes de investigacion
se encaminan en el desarrollo de nuevos medios de contraste™, de tal forma que se
explore y profundice en la aplicacion de los mismos a diferentes aspectos del
diagnostico y del seguimiento no invasivo de la patologia. Una de las areas
experimentales es la relacionada con el desarrollo de medios de contraste érgano-
especificos. En nuestro ambito, estos nuevos agentes basados en diferentes
combinaciones de gadolinio, manganeso u 6xidos de hierro superparamagnéticos'**
"1 tras su administracién parenteral resultan captados por el higado sano, pero no
por el tejido metastatico. Esta especial avidez por el tejido hepatico pondria en
evidencia los implantes tumorales metastaticos, y proporcionaria un notable
incremento tanto en la sensibilidad como en la especificidad de la RM en el
diagnéstico de las metastasis hepaticas, uno de los principales desafios oncolégicos

que actualmente afronta la RM.
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A modo de sintesis, se puede establecer que la valoracion morfolégica con RM de

nuestro modelo experimental ha requerido de:
e Conocimiento preliminar del area anatomia a explorar.
e Seleccion de una adecuada pauta anestésica.

e Observacion de las caracteristicas de sefal de las lesiones a estudio, en

diferentes secuencias de imagen.

En base a estas consideraciones, la RM ha propiciado la mayor sensibilidad en el
diagnostico de la patologia metastatica hepatica, y ademas, en los estadios de

infiltracién mas precoces.

Sin embargo, no debe obviarse el hecho de que la aplicacion de la RM al modelo
experimental no se ha centrado en este objetivo, sino en su posterior aplicacién en la
detecciodn y control de la distribuciéon vascular de los magnetofluidos en el higado sano

y en el tumoral.

4. Valoracion morfologica con Tomografia Computarizada

La tecnologia multi-corte aplicada al TC ha revolucionado el poder diagnéstico de esta
técnica de imagen, sin embargo, a la hora de valorar un amplio abanico de patologias
se requiere del uso concomitante de medios de contraste de administracion parenteral.
El uso de agentes de contraste yodados resulta imprescindible cuando se realiza un
estudio hepatico enfocado a la deteccion de patologia metastatica. Durante la
realizacién de estos estudios y tras la inyeccion del medio de contraste, se practican
dos barridos sucesivos del area abdominal superior. Con ello se consiguen imagenes
hepaticas bifasicas, es decir, en fase de realce arterial y en fase de realce venoso

portal. Dado que las metastasis del carcinoma colo-rectal son hipovasculares respecto
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a otro tipo de lesiones tales como el hepatocarcinoma, su presencia se hace
especialmente evidente en la fase portal de los estudios de TCMC'®. La practica de
un estudio hepatico bifasico requiere de una perfecta coordinacion entre la adquisicion
de las imagenes y la inyeccion intravenosa del contraste. La razén de esta exigencia
radica en que el periodo de realce hepatico en las sucesivas fases, se consigue en
lapsos de tiempo muy breves desde la administracion del contraste y ademas, porque
los medios de contraste son eliminados con celeridad del arbol vascular por la accion
depuradora renal. De lo descrito hasta ahora se deduce que la necesidad de utilizar
agentes de contraste encarece los estudios de TCMC, y ademas dificulta

significativamente su realizacion y su aplicacion al ambito experimental.

En un intento de obviar estas limitaciones y de incrementar la sensibilidad diagnéstica
de la TC, se han desarrollado medios de contraste o6rgano-especificos. Estos
compuestos son selectivamente captados por las células hepaticas, y poseen ademas
un tiempo de permanencia en el torrente circulatorio superior al habitualmente
mostrado por los contrastes convencionales. En este ambito cabe destacar que, en
estudios experimentales de micro-TC realzado con agentes de contraste selectivos
para el hepatocito, se han conseguido detectar metastasis de carcinoma de colon de
tamario ligeramente superior a los 2mm’'*. Sin embargo, este tipo de exploraciones de
elevada sensibilidad, contintian resultando poco especificas a la hora de discriminar
entre pequefas lesiones hipodensas de estirpe benigna o neoplasica, y en este

contexto, el poder diagnostico de la RM continua siendo superior al de la TC.

Por todos estos argumentos y considerando ademas que tanto con US como con RM
se consiguen excelentes resultados en la deteccion y seguimiento de lesiones
neoplasicas minimas, no hemos considerado razonable el empleo de la TCMC en
nuestro modelo experimental, como técnica morfolégica de valoracion de lesiones

metastaticas.
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Magnetofluido y modelo experimental: caracterizando

el proceso de embolizacion tumoral

En apartados previos ya han sido extensamente establecidas las limitaciones que
presentan las diferentes opciones terapéuticas en la enfermedad hepatica metastatica.
Estas limitaciones son las responsables de que se persevere en la busqueda y
desarrollo de nuevas opciones terapéuticas de mayor efectividad local y menor
toxicidad sistémica, y es en este contexto, en donde los mediadores electromagnéticos

con potencial capacidad de induccion térmica van cobrando relevancia.

El desarrollo de la nanotecnologia ha permitido la producciéon de materiales de tamafo
nanomeétrico que muestran escasa toxicidad y elevada biocompatibilidad con los
organismos biolégicos®®®°. Estos nanomateriales o nanoparticulas presentan multiples
utilidades en biomedicina, tanto en el ambito diagndstico como terapéutico. Nuestro
interés se centra en un tipo especifico de nanoparticulas que presentan propiedades
magnéticas, y cuya utilidad radica en su capacidad de inducir necrosis tisular térmica.
Mediante procedimientos de insercién directa de nanoparticulas magnéticas, y tanto

en patologia experimental como a nivel clinico'*323%102103

, Se ha conseguido provocar
necrosis de lesiones tumorales. Sin embargo, en modelos experimentales se ha
demostrado que es mediante administracion intra-arterial, como se logra una
distribucion mas homogénea de estos mediadores electromagnéticos en los tejidos

neoplasicos, circunstancia que hara posible la consecucion de un tratamiento mas

efectivo™.

La embolizacidén o quimioembolizacidon selectiva trans-catéter de masas tumorales
hepaticas por via arterial, es un procedimiento terapéutico que mantiene su vigencia.

En la actualidad se aplica utilizando diferentes combinaciones de microparticulas
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embolizantes, quimioterapicos y lipiodol®. Un tipo de procedimiento similar resultaria
de interés practico para localizar los mediadores magnéticos en el interior de los
nichos tumorales. Dada la capacidad embolizante del lipiodol®, de su tendencia a
quedar retenido en lechos vasculares neoplasicos y a ser captado por las células

tumorales?*®’

, parece razonable aprovechar estas propiedades y utilizarlo como
agente vehiculizante de los mediadores magnéticos. En un procedimiento de
embolizacion asi planteado, el lipiodol® induciria una hipoxia tisular directa y un
incremento en la permeabilidad capilar que favoreceria el paso al intersticio de las
nanoparticulas. Ademas, el lipiodol® cargado de mediadores magnéticos seria
absorbido por las propias células tumorales. Posteriormente, tras someter el
organismo a un campo magnético externo, las nanoparticulas magnéticas ubicadas en

los nichos neoplasicos generarian una hipertermia que produciria una necrosis, tanto

de las células malignas como del entramado vascular neoformativo.

Nosotros hemos elaborado un magnetofluido a base de nanoparticulas magnéticas
suspendidas en lipiodol® para ser administrado por via intra-arterial, y a fin de
conseguir una alta concentracion de mediadores magnéticos en metastasis hepaticas
de adenocarcinoma de colon. La consecucion de un depdsito tumoral selectivo de las
nanoparticulas magnéticas, evitara lesiones en el parénquima hepatico sano, y por lo
tanto y antes de precisar su hipotética capacidad de induccion térmica, valorar la
distribucion de las mismas en este modelo de neoplasia diseminada ha resultado de
crucial importancia. El logro de este objetivo, evaluado tanto por técnicas de
diagnéstico por imagenes como de laboratorio, se expone y desarrolla en los
siguientes parrafos. Sin embargo y de forma preliminar, se analizara el proceso
desarrollado para adecuar la biocompatibilidad del magnetofluido que finalmente seria

utilizado en el modelo experimental.
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Biocompatibilidad del magnetofluido

La biocompatibilidad de un fluido magnético se encuentra determinada por dos
aspectos: el tiempo de permanencia util en los tejidos diana en los que debe
desarrollar su actividad, y el grado de toxicidad que pueda generar en los organismos
sobre los que va a ser aplicado. Estas dos condiciones van a limitar, a priori, la utilidad
del magnetofluido, y en nuestro trabajo hacen referencia tanto a las nanoparticulas

magnéticas, como al medio utilizado en su vehiculizacién, el lipiodol®.

En estudios publicados se ha establecido la inocuidad de las nanoparticulas
magnéticas aplicadas en organismos biologicos®®®°. Sin embargo, estas sustancias
son rapidamente eliminadas del torrente circulatorio, por lo que deben ser asociadas
con ligandos o agentes vehiculizantes. La suspension en lipiodol® permite localizar las
nanoparticulas en los tejidos diana e incrementar su periodo de permanencia en los
mismos, aumentando de esta forma su biocompatibilidad. En este contexto, resulta
necesario determinar las concentraciones de nanomateriales que el medio de
contraste es capaz de vehiculizar. En nuestro estudio se han producido
magnetofluidos con diferentes concentraciones de nanoparticulas de Fe;O4, €n un
rango de 3,3-20 mg de hierro por ml de lipiodol®. En general fue posible conseguir
suspensiones homogéneas, aunque en las de mayor concentracion de metal se
observé una mayor tendencia a la aparicion de precipitados, y ademas, la elevada
viscosidad del fluido provocé la aparicion de algunos fendmenos de trombosis vascular

en los animales infundidos.

El lipiodol® no es un fluido inocuo y el grado de toxicidad de la suspensiéon podria
venir condicionado, fundamentalmente, por la volumen infundido del mismo. Para
determinar los margenes de tolerancia al lipiodol® de los animales a estudio, y

averiguar las cuantias del contraste susceptibles de ser administradas con seguridad,
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se realizaron varios experimentos en ratas con higados sanos. Aunque el proceso de
embolizacién tumoral deberia ser realizado por via arterial, en los experimentos
preliminares y por razones de simplicidad técnica, se empleé la via venosa. En los
experimentos de infusién venosa portal de los fluidos, se suministraron dosis de
lipiodol® que oscilaron entre 0,8 y 1,6 ml/kg. En este grupo de ratas se comprobé una
tasa de mortalidad del 9% atribuible directamente al proceso quirurgico, y una
mortalidad global en los animales del 20%. Sin embargo, en los animales que
recibieron menos de 1ml/kg de magnetofluido, no se produjeron decesos. Por otro
lado, en el grupo de experimentos en los que se evalud la administracién por via
arterial, se comprobd un 20% de mortalidad relacionada con el proceso quirdrgico, y
un 87% de mortalidad global en los animales en los que se inyectaron dosis de

lipiodol® de entre 0,6 y 1ml/kg.

La elevada mortalidad aparecida durante el proceso quirtrgico de infusion intra-arterial
del fluido, podria ser secundaria a la constatada complejidad de la técnica, que
provocaria un alto grado de estrés en los animales. De hecho, en experimentos con un
modelo de isquemia-reperfusion intestinal en nuestro laboratorio, hemos comprobado
que la inmovilizacion del animal (bajo anestesia) durante la primera hora de
reperfusion para el registro de parametros se asocia a un incremento significativo de la
mortalidad. Y, en ese mismo modelo, la asociacion de un tranquilizante

(benzodiacepina), reduce significativamente esa mortalidad*®.

De otro lado, los datos de mortalidad global (per y post-operatoria) también revelaban
unas tasas de muerte, relacionadas con la via de administracion intra-arterial,
significativamente elevadas. En estudios previamente publicados, se ha comprobado
que la administracién intra-arterial de lipiodol® a dosis de hasta 0,4ml/kg es bien
tolerada por los animales de experimentacion®. Esta circunstancia seria concordante

con lo apreciado en nuestro trabajo y en los animales infundidos por arteria celiaca, de
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tal forma que las elevadas dosis de lipiodol® administradas serian responsables del
alto grado de decesos observado. Sin embargo, la cuantia del volumen de contraste
suministrado no resultaria ser el Unico factor implicado en la aparicion de una mayor o
menor toxicidad, puesto que los animales infundidos por via portal toleraron dosis de
lipiodol® mucho mas elevadas. De la conjuncion de ambas observaciones se puede
inferir, por tanto, que el grado de toxicidad demostrado por el lipiodol® no sdélo viene
determinado por la mayor o menor dosis infundida del mismo, sino que la via de

administracion también juega un papel de importancia crucial.
Las razones de estos hechos pueden estar condicionadas por varias circunstancias:

e Efectividad superior de la via de infusion arterial. El lipiodol® alcanzaria mayor
proporcion o ramas mas distales del arbol hepatico sinusoidal, induciendo un

grado mas severo de éstasis vascular.

o Embolizacién arterial de territorios extra-hepaticos. La administracion a través
del tronco celiaco no conlleva un vehiculizacion totalmente selectiva del
lipiodol® hacia el higado, de tal forma que ciertas cantidades de fluido
alcanzarian el arbol vascular gastrico y pancreatico, carente del doble aporte

aferente hepatico, y menos tolerante a los fendmenos embdlicos.

Sea como fuere y considerando el hecho demostrado de que la administracion por via
portal no permite alcanzar los nichos tumorales, en la realizacion de estudios
ulteriores, las dosis de magnetofluido fueron adecuadas a rangos de tolerancia de
infusidon intra-arterial. Asi, en los experimentos para evaluar la distribucién de los
nanomediadores magnéticos en el tejido hepatico sano y en el tumoral, se

administraron suspensiones con las siguientes caracteristicas:

e Concentracion de metal en la suspensiéon: 10mg de hierro en 1ml de lipiodol®.

e Dosis maxima a suministrar por via intra-arterial: 0,5ml/kg.
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Mediante la observacion de estos criterios fue posible adecuar la biocompatibilidad de
los magnetofluidos; las cifras globales de mortalidad, en los procedimientos de infusion
intra-arterial desarrollados en el modelo experimental de metastasis hepaticas, no

superaron el 25%.

Caracterizacion por imagen

La distribucion intra-tumoral de fluidos magnéticos de administraciéon vascular, se ha
estudiado por otros investigadores en modelos de neoplasia hepatica inducida por

implante directo de células tumorales'3*1%

. Sin embargo, nuestro trabajo se ha
desarrollado sobre un modelo de metastasis multiples generadas por diseminacion
hematégena. La administracion de un magnetofluido constituido a base de una

suspension de nanoparticulas ferromagnéticas y lipiodol®, ha permitido verificar la

distribucion tisular del mismo mediante distintas modalidades de imagen.

Aspectos relativos ala TCMC

El empleo del contraste yodado lipiodol® como vehiculizante, posibilita la evaluacion

inicial de la distribucion hepatica de los fluidos mediante TC.

En los diferentes procedimientos de administracion practicados en ratas sanas, la
TCMC permiti6 comprobar la idoneidad de la infusién al observarse un significativo
realce hepatico producto de la presencia del lipiodol® en el arbol vascular.
Efectivamente, en el 91% de los animales que recibieron lipiodol® por via portal y en el
60% de las ratas sanas a las que se les administré por via arterial, se evidencié un
adecuado y homogéneo realce que traducia la correcta difusion del contraste en el
parénquima hepatico. Estos datos corroboran el hecho ya revelado, relativo a la mayor
complejidad técnica que entrafiaban los procedimientos de infusion intra-arterial

respecto a los de infusién intravenosa.
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Ademas, mediante TCMC pudieron también ser evaluados dos aspectos de interés:

e EIl tiempo de permanencia del magnetofluido en el higado. En estudios
sucesivos practicados en una serie de animales, se comprobd la total
eliminacion del magnetofluido del parénquima hepatico a los 33 dias de la

infusién venosa.

e La anatomia arterial hepatica. En animales infundidos con lipiodol® intra-
arterial, fue posible realizar una exhaustiva descripcién anatomica de la

vascularizacion arterial lobar y segmentaria intra-hepatica.

Por otro lado, en las exploraciones practicadas en animales con metastasis hepaticas,
a los que se infundié magnetofluido en diferentes tiempos, también pudo comprobarse
la efectividad del procedimiento. Las ratas que recibieron infusion en la segunda
semana tras la hepatectomia, grupo de infusién precoz, GIP, mostraron en las
imagenes de TCMC una homogénea distribucion hepatica del contraste. En los
estudios de necropsia realizados con posterioridad, se comprobé la presencia de una
infiltracién tumoral hepatica a expensas de masas minimas, con diametros inferiores a
los 3mm. Esta observacién sugeria que tanto el higado sano como las metastasis,
presentaban un flujo arterial preservado y patente, que permitia la adecuada
distribucion vascular de los magnetofluidos. Sin embargo, en aquellos animales en los
que se procedio a infundir a los 23 dias tras la hepatectomia, grupo de infusion tardia,
GIT, los estudios de TCMC evidenciaron areas en las que el realce se mostraba
heterogéneo o ausente. En los ulteriores estudios de necropsia, se comprobé que
estas imagenes se correspondian con zonas de profusa afectacion neoplasica. Estos
hallazgos inducian a sospechar de un compromiso en la vascularizacion arterial de

esos territorios.
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A modo de sintesis puede establecerse que la realizacion de una TCMC tras la

infusion del fluido magnético:

e Permite valorar la idoneidad o no del procedimiento quirdrgico de

administracion vascular.

e Proporciona informacion sobre la parcial o global perfusién de las lesiones

diana por el fluido terapéutico administrado.

Aspectos relativos a la RM

La RM es muy sensible en la deteccion de depdsitos de sustancias magnéticas, y su
existencia en los organismos explorados mediante esta técnica, es puesta de

manifiesto con elevada fiabilidad.

Esta cualidad de la RM ha sido aprovechada para desarrollar métodos de diagnéstico
no invasivo de la patologia hepatica relacionada con el metabolismo del hierro. En la
enfermedad por sobrecarga férrica, la acumulacién del metal afecta las caracteristicas
de senal del 6rgano, de tal forma que el incremento en los depdsitos de hierro produce
una progresiva hipointensidad hepatica en las secuencias de RM. Estas variaciones en
la sefal pueden ser medidas, y mediante la aplicacion de diferentes métodos se
consigue el diagndstico de la patologia y la cuantificacion del grado de

sobrecarga®®8 144145,

Por otro lado, y en este contexto, la capacidad de detectar depdsitos de sustancias
magnéticas también ha abierto lineas de investigacién sobre hipotéticas aplicaciones
terapéuticas. Asi, se ha ensayado la posibilidad de monitorizar procedimientos de
embolizacién trans-arterial en diferentes territorios anatémicos, mediante la infusion de

6xido de hierro superparamagnético solo o asociado a microparticulas'*®'*®. En estos
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procesos, la deteccién de hipointensidades secundarias a depésitos férricos en los

territorios embolizados, resultaria indicativo de una correcta realizacién de la técnica.

En nuestro estudio, segun fundamentos similares a los expuestos, se ha evaluado la
distribucion hepatica de un fluido con nanoparticulas de éxido de hierro en suspension.

Para ello, ha resultado preciso considerar previamente dos aspectos:

e Qué secuencias de RM ofrecen un mayor rendimiento en la deteccion del

fluido.

e A partir de qué concentracion son identificables las nanoparticulas.

Para establecer estas premisas, y antes de aplicar el magnetofluido al modelo
experimental de metastasis hepaticas, se realizaron varias series de estudios

experimentales in vitro e in vivo.

Estudios de RM “in vitro”

En los estudios de RM in vitro se realizaron observaciones de interés. En las
secuencias STIR se percibié un progresivo incremento de la intensidad de la sefial en
las muestras de fluidos, en relacion directa con la mayor concentraciéon de
nanoparticulas en suspensiéon. Por otro lado, se comprobé la alta sensibilidad de las
secuencias de Eco por Gradiente, EG, a la presencia de sustancias ferromagnéticas.
En estas secuencias se puso de manifiesto un progresivo detrimento de la intensidad
de la sefal en las muestras de magnetofluidos, en relacion con el incremento en la
concentraciéon de nanoparticulas en suspension y con la prolongacion del tiempo de
eco, TE, de las diferentes secuencias. Asi, en los viales que portaban fluidos con
concentraciones de hierro de 3,3mg/ml, se percibieron minimos cambios de intensidad

de sefial. Sin embargo, la disminucién de sefal comenzé a hacerse evidente en los
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viales con concentraciones de metal iguales o superiores a 6,6mg/ml, y ademas, de

forma especialmente evidente en las secuencias con TE de 14y 19ms.

De estas observaciones puede deducirse, que para determinar la presencia de fluidos
magnéticos en secuencias de RM, éstos deben portar un volumen minimo de metal.
En las condiciones de nuestro estudio, la concentraciéon minima de hierro se establecid

en 6,6mg por ml de suspensioén.

Estudios de RM “in vivo”

Los estudios in vivo para adecuar la técnica de RM, se realizaron en varias series de
experimentos en los que se inyectaron magnetofluidos por via portal. En estos
estudios se determinaron las caracteristicas de la sefial hepatica en ratas de control y
en ratas perfundidas con distintos fluidos, en secuencias T1, STIR y EG (TE: 4 y
14ms). En los experimentos se utilizaron diferentes combinaciones de concentraciones
de nanoparticulas y de dosis de lipiodol®. Las concentraciones de metal usadas
oscilaron entre 12mg/ml y 20mg/ml, y las dosis de lipiodol® administradas entre
0,8ml/kg y 1,6ml/kg. En funcién de la combinacién empleada, las cantidades globales

de hierro administrado a los animales oscilaron entre 3 y 6mg.

En las secuencias STIR también se percibié un leve incremento en sefial procedente
de los higados infundidos con nanoparticulas, respecto a los controles. Sin embargo,
este hallazgo era sutil y de dificil valoracion, y ademas, fenémenos de éstasis vascular
0 edema atribuibles a procesos de embolizacién parcial, podrian inducir la aparicion de
similares cambios en la intensidad de la sefal. La utilidad practica del mencionado

hallazgo resultaba, por tanto, discutible.

En estos experimentos se evaluaron, primordialmente, los cambios en la intensidad de
la senal hepatica en las secuencias EG. Independientemente del tipo o dosis de fluido

administrado, a mayor cuantia global de hierro suministrado, se observé un mayor
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detrimento en la intensidad de la senal. Asi, fue posible apreciar diferencias
cualitativas en la caida de la sefial, entre los animales que recibieron 3mg de hierro y
las demas ratas. Sin embargo, también se advirtié la aparicién de un dintel de
saturacion, a partir del cual, la intensa pérdida de la sefal impedia discernir entre los
animales que acumulaban mas cantidad de hierro hepatico. Esta situacién se produjo
en las ratas que recibieron entre 4 y 6mg de metal, y fue especialmente evidente,
cuando se valoraron las secuencias con TE de 14ms. Por otro lado, la concentracion
tan elevada de material ferromagnético en el higado de estos animales, era capaz de
provocar la aparicion de artefactos por susceptibilidad magnética, que impedian una

adecuada evaluacién morfolégica loco-regional.

De todo lo expuesto referente a la carga metdlica aportada por los ferrofluidos, se

deduce la necesidad de considerar dos aspectos intimamente relacionados:

e La adecuada concentracion de metal presente en la suspension a administrar.

e El volumen global de hierro que va a ser aportado. Un volumen bajo no sera
detectable y una cuantia demasiado elevada provocara severos e indeseables

artefactos en las imagenes.

Utilidad del magnetofluido en la caracterizacion del modelo con RM

De acuerdo con lo expuesto hasta ahora tanto en lo relativo a los apartados de
biocompatibilidad como a los de imagen con RM, se estim6 adecuado el uso del
magnetofluido propuesto (10mg de hierro/ml de lipiodol®) para caracterizar el modelo
de metastasis hepaticas, y mediante el cual se suministraria a cada animal un total de
1,5mg de metal. Esta combinacion resultaria detectable en las diferentes secuencias
de EG y ademas permitiria correlacionar la anatomia y la patologia loco-regional con

las secuencias STIR.
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En las ratas pertenecientes al experimento GIP, las secuencias STIR permitieron la
identificacion en el higado de imagenes hiperintensas que resultaban compatibles con
pequefias masas tumorales. En las secuencias EG se percibié una homogénea
disminucion de la sefial hepatica, incluso alld donde se habian sugerido lesiones en
STIR. En los estudios de necropsia posteriores, se comprobd que las imagenes
observadas en STIR eran, efectivamente, la traducciéon de una infiltracién tumoral
hepatica constituida por masas minimas, con diametros inferiores a los 3mm. De la
conjuncién de hallazgos observados, se extraia la misma conclusién ya derivada de
los estudios con TCMC: en ratas GIP el higado sano y las metastasis presentaban un

flujo arterial que permitia la adecuada distribucion vascular de los magnetofluidos.

Por otro lado, en los animales del grupo GIT y en las secuencias STIR, se evidencio la
aparicion de imagenes concordantes con afectaciones tumorales mas profusas. En las
secuencias EG, estas lesiones continuaban siendo parcialmente identificables, y
ademas se comprobd que coincidian con las areas de realce heterogéneo apuntados
en los estudios de TCMC, y que en necropsia se correspondieron con lesiones
neoplasicas exuberantes. De la conjunciéon de hallazgos observados, de nuevo se
extraia la misma conclusion derivada de los estudios con TCMC: en animales GIT, la
afectacidon neoplasica mas profusa presentaba una vascularizacién arterial

comprometida.

A modo de sintesis puede concluirse que la realizacion de una RM tras la infusién del

magnetofluido:

e Proporciona informacion sobre la idoneidad o no del procedimiento quirirgico
de administracion vascular, siempre y cuando se empleen fluidos con la

suficiente cantidad de metal en suspension.
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o Permite valorar la parcial o global perfusion de las lesiones diana, en funcién

del grado de alteracion de la senal perceptible en las mismas.

Caracterizacion por espectrometriay correlacion con imagen

La espectrometria posibilita valorar de forma indirecta la distribucion vascular de las
nanoparticulas, mediante la determinacion de las concentraciones de hierro presentes

en los diferentes tejidos.

Hierro enddgeno y rendimiento de la infusién hepéatica con magnetofluido

En diferentes experimentos se ha determinado la cuantia del hierro hepatico
endogeno. La cuantificacion por espectrometria de este parametro resulta de interés,
puesto que debe ser considerado a la hora de valorar la idoneidad de los

procedimientos de administracion vascular de metal.

En estudios preliminares de infusién intravenosa de los fluidos, la determinaciéon del
hierro endégeno ha permitido establecer de modo mas veraz, la cantidad de hierro
exogeno que queda depositado en el sinusoide hepatico, y que en nuestros estudios
se ha cifrado en un 60-70% del total del metal administrado. De igual forma, es
posible deducir la cantidad de hierro exdgeno que queda depositado en el sinusoide
tras los procedimientos de infusion intra-arterial. De los resultados obtenidos en los
experimentos de administracién del magnetofluido en el modelo de metastasis
multiples, y considerando un peso medio de 8g para un higado estandar de rata
macho, se puede inferir que sélo un 23-35% del hierro administrado por la arteria

celiaca queda atrapado en la viscera.

211



José Javier Echevarria Uraga

Esta significativa diferencia en los depdsitos segun la via de administracién, muy
probablemente, se encuentre en relacion con fugas de fluido magnético hacia otros

territorios esplacnicos, también irrigados por ramas del tronco celiaco.

Valoracion de los resultados en el modelo de metéstasis multiples

En los siguientes apartados se discutiran los resultados obtenidos en los
experimentos intra-arteriales practicados en animales con metastasis en diferentes
estadios evolutivos. También se estableceran correlaciones con los hallazgos
proporcionados por las diferentes técnicas de imagen, y se argumentara sobre la

idoneidad de los logros alcanzados.

En el andlisis de los resultados provenientes de las muestras de higado sano, se
encontraron diferencias significativas de concentracion de hierro entre los animales
del experimento GIP y los controles, pero no entre las ratas de los experimentos GIP y
GIT. De ello se deduce que la distribucion intra-arterial del fluido en el parénquima

hepatico de las ratas infundidas se produjo adecuadamente.

Por otro lado, en el estudio de los resultados correspondientes al tejido tumoral, se
encontraron diferencias significativas entre la cantidad de hierro presente en
metastasis de animales del experimento GIP y la determinada en los otros grupos,
pero no asi entre el hierro determinado en los animales del experimento GIT y los
controles. Estos datos indican que solo las metastasis en estadio mas precoz del
desarrollo, presentes en los animales del GIP, acumularon una sustancial cantidad del
fluido magnético administrado. La presencia del hierro fisiologico enddégeno en las
metastasis, también fue contemplada en la valoracion de los analisis de
espectrometria. En este sentido, los resultados obtenidos al estimar las
concentraciones de hierro tras sustraer el enddgeno en las ratas de los experimentos

GIP y GIT, hicieron mas notorias las diferencias entre las cantidades de metal en
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tejido tumoral de los dos grupos de animales. Pero ademas, también se demostro una
significativa diferencia entre la cantidad de hierro exdégeno del tejido tumoral y del
sano de las ratas GIP. La importancia de este hecho radica en que es este metal
exdégeno el que tendra capacidad de inducir hipertermia, y la consecucién de altas
concentraciones de nanoparticulas magnéticas en el tejido tumoral respecto del tejido

sano, preservaran a este ultimo del dano por calor.

La posibilidad de comparar los resultados obtenidos en modelos experimentales
diferentes, viene dificultada por la amplia variabilidad de concentraciones de metal
observado en las distintas especies animales estudiadas. Sin embargo, un método
comparativo y util para evaluar la selectividad del depdsito tumoral en los diferentes
modelos, se basa en establecer la relacidén entre la concentracién de metal presente
en el tejido metastatico y en el hepatico sano, una vez eliminado el hierro endégeno.
En estudios publicados se han obtenido mediante infusion vascular, concentraciones
de hierro exdégeno en tejido tumoral entre 3,5 y 5,3 veces superiores a las encontradas
en higado sano™?®*% Al analizar nuestro modelo se observaron dos resultados
diferentes. De un lado, en las ratas del experimento GIP se consiguié un sustancial
depdsito de nanoparticulas de hierro en tejido tumoral, de tal forma que su
concentracion respecto al tejido sano fue 2,6 veces superior. Aunque este valor
resultd menor al obtenido en otros modelos, las diferencias de concentracion de metal
conseguidas resultaron evidentes y concordantes con lo previamente publicado. Sin
embargo, en las ratas GIT, el analisis de las concentraciones de hierro presentes en
las metastasis enucleadas globalmente, demostré una escasa acumulacién de metal

respecto al obtenido en el higado sano.

De todo ello se deduce que en nuestro estudio, el depdsito de los fluidos magnéticos
en el tejido neoplasico no mostré un incremento lineal, acorde con un aumento

progresivo de la masa tumoral. Estos resultados eran concordantes con la
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observacion previamente revelada en los estudios de US-Déppler, en los que ya se
apunté el momento 6ptimo de administracién vascular del fluido, y que en nuestro
estudio se acomodo a los animales del experimento GIP. Pero ademas, estos datos
también mostraban una clara correlacion con los hallazgos demostrados en TCMC y
RM, tanto a la hora de sugerir la adecuada vascularizacion de las lesiones
neoplasicas en estadio precoz de desarrollo presentes en los animales GIP, como en
el sentido de indicar los defectos de perfusion en las infiltraciones neoplasicas mas

profusas, tal es el caso de las lesiones halladas en las ratas GIT.

Nuestro modelo de adenocarcinoma metastatico ha mostrado globalmente una
capacidad angiogénica inferior a la de otros modelos tumorales, pero ademas ha
puesto de manifiesto importantes diferencias en la vascularizacion de las lesiones
metastaticas, en funcion del estadio evolutivo de las mismas. Este hecho puede
condicionar la hipotética aplicacion del fluido disefiado, puesto que si bien en estadios
de afectacion metastatica precoz su difusién en tejido tumoral se ha demostrado
homogénea y adecuada, el resultado no fue el mismo en animales en estadios de
infiltracion mas avanzados. Debe contemplarse la posibilidad de que existan
sustanciales diferencias de perfusion vascular en lesiones neoplasicas de estirpe
similar pero en estadios evolutivos diferentes. El incremento de volumen tumoral no
conlleva forzosamente un desarrollo parejo de la vascularizacion, sino que el aumento
de la masa tumoral puede implicar la aparicién de regiones con irrigacién arterial
deficiente que dificulten la aplicacién de una terapia trans-arterial, tal y como se ha
demostrado en los estudios de espectrometria, TCMC y RM, practicados en nuestro

modelo experimental.
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Conclusiones

En funcién de los resultados obtenidos es posible establecer las conclusiones

expuestas a continuacion:

e La Ecografia es una técnica de imagen mediante la cual se detecta con
fiabilidad la patologia hepatica inducida en el modelo experimental murino. Su
uso permite determinar el desarrollo de las lesiones fibro-inflamatorias y de las
masas neoplasicas intra y extra-hepaticas. Ademas, los criterios morfolégicos
de estas lesiones hacen posible establecer el correcto diagndstico diferencial

entre las mismas.

¢ Mediante la realizacion de estudios secuenciales en los mismos grupos de
animales, los Ultrasonidos resultan de utilidad en la practica de controles

evolutivos no invasivos de la patologia hepatica.

e El empleo de sondas de alta frecuencia (18MHz) incrementa la sensibilidad de
la Ecografia, y posibilita la deteccién de lesiones metastaticas en estadios

evolutivos precoces.

¢ Con la aplicacion de técnicas de Ecografia Doppler, es posible establecer el
momento éptimo de administracién intra-arterial de los magnetofluidos en los

animales con multiples metastasis hepaticas.

e La Resonancia Magnética es una técnica de imagen que permite la deteccion
de las lesiones metastaticas hepaticas con mayor sensibilidad que la ecografia,

detectandose mas del 60% de nodulos tumorales entre 1y 5 mm.

e En nuestro trabajo, la Tomografia Computada no resulta de utilidad practica en

la evaluacion morfo-patolégica del modelo experimental.
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En el ambito relativo a los procesos de administracion vascular de fluidos con
finalidad terapéutica, la via de infusién intravenosa portal resulta menos

agresiva que la via de administracion intra-arterial hepatica.

Para conseguir una fiable infusion intra-arterial de un magnetofluido a base de
nanoparticulas magnéticas de Fe;O, en lipiodol®, deben observarse los
siguientes criterios: 10mg de hierro/ml y dosis de suspension no superior a
0,5ml/kg. Los fluidos asi infundidos presentan una aceptable biocompatibilidad

y ademas demuestran un comportamiento idoneo en las secuencias de RM.

La Tomografia Computada resulta de utilidad a la hora de valorar la correcta
realizacion de los procedimientos de infusion intra-arterial del magnetofluido y
ademas, en esta faceta, su rendimiento es superior al de la Resonancia

Magnética.

La aplicacion de secuencias de Eco por Gradiente, hace posible demostrar en
Resonancia Magneética la presencia de nanoparticulas magnéticas tanto en

tejido hepatico sano como en tumoral.

Las metastasis hepaticas en fases precoces del desarrollo, inferiores a 3mm,
demuestran una elevada avidez por los magnetofluidos. Y por ello, tras su
administracion por via arterial, concentran cantidades de mediadores con
potencial capacidad de induccién térmica superiores a las del tejido hepatico

sano.
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