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Resumen

El propésito de esta investigacion fue el de desarrollar un modelo animal que permita el estudio de los
efectos directos de los tumores liticos en la enfermedad 6sea metastasica. Las fracturas patologicas son
el resultado de una pérdida de la resistencia 6sea causada por resorcion directa e indirecta. La evaluacién
de estos efectos suele ser caracterizada indirectamente mediante las mediciones de niveles séricos y
urinarios de calcio, examenes radiolégicos o tasas de supervivencia. En este modelo utilizamos células
Walker 256 de carcinosarcoma de seno que fueron cultivadas en un gel de agarosa de baja temperatura
enriquecido con medio de cultivo. De esta mezcla se tomaron cilindros de 0.5mm x 1.8mm que fueron
implantados en el fémur derecho de 32 ratas Sprague Dawley. Los fémures contralaterales fueron opera-
dos sin implante y sirvieron de controles. Cuatro grupos de 8 ratas fueron sacrificadas a los 15, 30, 45 y
60 dias postimplante. Seis fémures de cada grupo fueron sometidos a torsién para determinar el punto de
falla en torque. Los fémures implantados fueron 19.06% mas débiles que sus contralaterales. A los 30 y
60 dias los fémures implantados mostraron la mayor debilidad, y a los 45 dias se encontré una paraddjica
recuperacion en su resistencia. El analisis histolégico revelé invasion del canal medular con alta actividad
osteoclastica, frentes de resorcion y microfracturas. La severidad radiolégica aumento progresivamente
en el tiempo. Tanto la radiologia como la histologia mostraron un compromiso primordial de la diafisis y
metafisis distales. La osteodensitometria no mostré cambios significativos en la region diafisiaria. La reso-
nancia nuclear magnética permitio ver el tamario y distribuciéon intramedular del tumor. Nuestras investi-
gaciones indican que con este nuevo modelo animal es posible determinar patrones reproducibles de
pérdida de la resistencia 6sea y asi proporcionar una base para comparar los efectos de agentes terapéu-

ticos en la enfermedad metasteasica osea.
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Introduccion

La enfermedad metastasica es uno de los as-
pectos mas serios y mortales del cancer, siendo
el sistema musculoesquelético el tercer sitio mas
comun de invasion tanto en términos de frecuen-
cia como de efectos clinicos.?>%'* Las metastasis
Oseas son mucho mas frecuentes que los tumo-
res 0seos primarios, son usualmente multiples y
comprometen la salud del paciente al causar un
intenso dolor, al interferir con las estructuras
neuromusculares adyacentes, al causar fractu-
ras patologicas y al alterar la funcion de la mé-
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dula 6sea.'®?5?7 A pesar de que el tratamiento
de la enfermedad metastasica 6sea no altera la
expectativa de vida del paciente con cancer, si
mejora significativamente su calidad de vida. En
la medida en que los pacientes con cancer viven
por mas tiempo gracias a los avances en el trata-
miento de las neoplasias primarias, el manejo
de las complicaciones metastasicas se hace cada
vez mas importante.'®?72¢ La historia natural de
la enfermedad metastasica 6sea humana se ve
afectada por muchos factores. La incidencia de
metastasis 6seas varia de acuerdo con el tipo de
tumor primario, siendo los carcinomas de seno
y bronquial quienes tienen los mas altos indices
de invasion a hueso. Las células tumorales se
siembran en la medula 6sea a través del torren-
te sanguineo y crecen en la cavidad medular in-
vadiendo el hueso esponjoso y cortical. El cre-
cimiento, vascularizaciéon y desarrollo del nuevo
foco tumoral depende probablemente de agen-
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tes quimicos derivados de las mismas células
tumorales, asi como de factores humorales lo-
cales responsables del activo metabolismo que
implica el recambio 6seo permanente. Las altas
concentraciones de factores de crecimiento, pro-
teinas no colagénicas, enzimas proteoliticas y
otros terceros mensajeros intercelulares son un
atractivo medio ambiente para las células tumo-
rales embolicas.?® Si a esto se le agrega el lento
flujo sanguineo de los capilares metafisiarios y
los inmensos poros endoteliales en esta zona,
se puede comprender la avidez de los tumores
por metastatizar el hueso. El ataque osteolitico
inicial es causado por la activacion y la prolifera-
cion de osteoclastos en un frente de resorcion
que precede el avance de celulas tumorales. La
osteolisis comienza en las superficies 0seas del
canal medular y se extiende a la superficie
endostica del hueso cortical. En las fases mas
tardias, el tumor prolifera y rodea las trabéculas
6seas remanentes continuando el proceso de
resorcion a través de una osteolisis mediada di-
rectamente por las células tumorales. La inte-
gridad estructural del hueso se compromete pro-
gresivamente en la medida que las lesiones per-
foran las corticales y se extienden en la longitud
del hueso.?

Los tumores metastasicos tienden a ser de
comportamiento osteolitico, y existen numero-
sos frentes de investigacion que se han centra-
do en prevenir la destruccion 6sea que generan.
Sin embargo, existen pocos modelos experimen-
tales que permitan el estudio de la historia natu-
ral y el tratamiento de las metastasis 6seas, asi
como la evaluacion de los efectos de la inter-
vencion farmacologica sobre esta enfermedad.
La mayoria de los modelos descritos implican la
evaluacion indirecta de los efectos de agentes
antiosteoliticos y antitumorales mediante la me-
dicién de niveles de calcio en orina y suero, o
estudiando y clasificando sus cambios radiologi-
cos. 4716192021 Con frecuencia la evaluacion
de los beneficios de un tratamiento se limita a la
determinacion de las tasas de supervivencia.
9131530 No existen hasta el momento reportes
de un modelo que pueda ser utilizado para des-
cribir cambios directos y cuantificables sobre el
hueso.

Hemos desarrollado un modelo animal que
permite la medicién directa de las propiedades
estructurales del hueso metastasico. Mediante la
creacion de una metastasis diafisiaria logramos

56

estudiar los cambios en el comportamiento me-
canico del hueso afectado. Para lograr este
objetivo, utilizamos un carcinosarcoma de alta
malignidad Walker 256 de seno de rata cultivado
en agar enriquecido e insertado en capsulas ci-
lindricas dentro del canal medular del fémur de
ratas Sprague Dawley. La caracterizacion biome-
canica se realizd mediante la determinacion de
la falla en torque. La evaluacion histologica des-
cribe la presencia de lesiones corticales, frentes
de resorcion y microfracturas, asi como la deter-
minaciéon de la actividad celular osteoblastica,
osteoclastica y tumoral. Se evalué la evolucion
clinica y radiolégica, asi como la medicion de
contenido y densidad mineral 6sea. El tamano
del tumor se evalué mediante resonancia nuclear
magnética.

Este estudio fue disenado para contestar las
siguientes preguntas de investigacion:

1)- ¢Es la historia natural de las metastasis
6seas inducidas experimentalmente en ratas
similar al cuadro patolégico del humano?

2)- ¢Esta asociado el crecimiento de estas
metastasis con una pérdida predecible y re-
producible de la resistencia 6sea?

3)- ¢Podria el uso de este modelo ser
implementado para el estudio de posibles tra-
tamientos de la enfermedad metastasica
Osea?

Nuestro modelo permite la descripcion de la
historia natural de las metastasis diafisiarias in-
ducidas experimentalmente en ratas y la carac-
terizacion de su evoluciéon biomecanica e histo-

logica.
Materiales y Métodos

La linea celular utilizada fue la Walker 256
(W256), un carcinosarcoma maligno de seno de
rata obtenido del Pathology and Oncology
Research Group de la Universidad de McMaster
en Hamilton, Ontario. Este tipo celular ha sido
desarrollado por el grupo de Orry cols. y ha sido
ampliamente utilizado en la investigacion de la
fisiopatologia de la enfermedad metastasica 6sea.
916192125 | a5 células tumorales fueron cultiva-
das en medio HEPES buffer RPMI con un conteni-
do de 10% de suero fetal bovino (Sigma Chemical,
St. Louis, MO). Las células se utilizaron en fase
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de crecimiento. Un gel de agarosa de baja tem-
peratura de consolidaciébn a una concentracion
de 2% (Sigma Chemical, St. Louis, MO) fue di-
suelto en solucién DPBS y mantenido como solu-
cion de base a 4 grados centigrados. A necesi-
dad, esta solucion base se funde nuevamente y
se lleva a licuefaccion a 37 grados centigrados.
La densidad celular tumoral se llevé a una con-
centracion de 2 x 10° con medio de cultivo, y
un mililitro de esta mezcla fué llevado a una caja
de Petri de poliestireno estéril de 35 x 10 mm.
(Corning Products, Corning, NY). Se agregdé un
mililitro de la soluciéon de agarosa a la soluciéon
celular y se mezcldé mediante oscilacion. La caja
de Petri con la mezcla definitiva se bajoé a 4 gra-
dos centigrados durante 10 minutos para facili-
tar la consolidacion del gel.?> Todo el proceso se
realizé bajo estrictas condiciones asépticas para
evitar contaminacion. Una vez consolidado el
gel, se obtuvieron capsulas cilindricas de 0.5mm.
X 1.8mm. utilizando un trécar romo calibre 18.
La viabilidad y la capacidad reproductiva de las
células tumorales dentro del transportador de gel
se confirmé in-vitro mediante la implantacion de
las capsulas en una caja de petri con medio de
cultivo en fase liquida. Las células tumorales son
liberadas de la capsula transportadora a las 72
horas y muestran un comportamiento reproduc-
tivo y una viabilidad similar a las células cultiva-
das directamente.

Para este estudio fueron utilizadas ratas
Sprague Dawley de tres meses de edad con un
peso promedio de 300 gramos (Teconic
Laboratories, Germantown, NY). Los animales
fueron mantenidos en jaulas separadas y en una
habitacion de aislamiento para evitar contami-
nacion viral. Fueron alimentadas con concen-
trado para roedores y agua ad-libitum siguiendo
los parametros de cuidado y ética en animales
de experimentacion del departamento de estu-
dios animales del Beth Israel Hospital y Harvard
Medical School. Un estudio piloto realizado con
8 ratas mostro resultados iniciales satisfactorios,
y basados en esta experiencia preliminar, se rea-
liz6 el estudio de potencia y el analisis de tama-
o de muestra. De acuerdo a este estudio, la
muestra minima es de cinco ratas por grupo para
el estudio biomecanico. Fueron sometidos cua-
tro grupos de 8 ratas a la insercion quirargica de
las capsulas transportadoras de W256 en el fé-
mur derecho. Los animales fueron anestesiados
mediante la utilizacién de 50 mg/kg de
Pentobarbital sédico por via intraperitoneal.
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Fig.1: Los fémures recibieron el implante de gel trans-
portador W256 mediante la insercion de las capsulas con un
trécar romo calibre 18 a través del surco intercondileo. Los
extremos proximal y distal de todos los fémures se empotra-
ron con polimetilmetacrilato a adaptadores, que, a su vez, se
conectaban a la maquina de lorsion. Un extremo posee un
transformador difrencial variable rotatorio (RVDT) y el otro
un Transductor de torque. La fuerza la provee un motor a 6
grados por segundo en torsion. El sistema esta conectado a
un computador equipado con software de Labtech Notebook
para la digitalizacion de los datos.

Se utilizé un abordaje anteromedial sobre la
rodilla con exposicion del mecanismo extensor,
abordaje parapatelar medial y luxacion lateral de
la rotula para exponer el surco intercondileo.
Utilizando un clavo de Kirschner de 2 mm. de
diametro se practicoé un abordaje retrégrado del
canal medular perforando en el centro del surco
intercondileo. La capsula transportadora W256
se insert6 a continuacion dentro del canal medu-
lar a través del abordaje intercondileo hasta la
altura de la region subtrocantérica y mediante la
utilizacién de un trécar romo calibre 18. La cap-
sula transportadora W256 se liber6 dentro del
canal al retirar el trécar romo y empujando la
capsula con una guia central. El orificio
intercondileo fué sellado con cera Gsea para evi-
tar escape de celulas tumorales a la rodilla. EIl
mecanismo extensor y la capsula articular de la
rodilla fueron reconstruidas para facilitar la reha-
bilitacion y la piel se suturé con puntos
subcuticulares absorbibles para evitar el mordi-
do de las suturas por el animal. Las ratas se
sacrificaron a los 15, 30, 45 y 60 dias después
de la implantaciéon quirurgica del tumor. Para
determinar las consecuencias estructurales del
hueso implantado con tumor, ambos fémures
de seis ratas de cada grupo fueron estudiados
en torsion para determinar su punto de falla
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en torque. Cada femur fue extraido y limpiado
de sus inserciones musculares, y empotrado
por sus metafisis con polimetilmetacrilato a dos
adaptadores ajustables. Para este fin fue dise-
nada una maquina de torsion (fig. 1) equipada
con un transformador diferencial variable
rotatorio para medir desplazamiento angular
(RVDT- Shaevitz Rotary Position Sensor mode-
lo RSYN-8-30, Shaevitz Engineering,
Pennsauken, NJ), y un transductor torsional
para determinar torque (Sensotec modelo
QWLC-8M, Columbus, OH). El punto de falla
en torque se determiné mediante la utilizacion
de un software de adquisicion de datos auto-
matizado (Labtech Notebook, Laboratory
Technologies, Wilmington, DE). La evaluacion
histoloégica se realiz6 mediante cortes
longitudinales de hueso decalcificado y tenido
con Hematoxilina y Eosina para la determina-
cion de frentes de resorcion, microfracturas y
actividad celular. La evaluaciéon radiologica
se realizé al momento del sacrificio utilizando
una maquina de rayos-X Hewlett Packard tipo
Faxitron. Las radiografias fueron analizadas en
forma ciega por tres observadores indepen-
dientes y clasificadas de acuerdo a la escala
de Wingen,*® en la que las lesiones se clasifi-
can como leves (1 punto), moderadas (2 pun-
tos) o severas (3 puntos). Para este estudio se
defini6 leve como cambios localizados, mode-
rado como cambios intramedulares sin com-
promiso cortical y severo como compromiso
de hueso cortical, deformidad 6sea o fractura
patologica. La densidad y el contenido mine-
ral 6seo se realizaron mediante la utilizacion
de un densitometro de absorptiometria RX dual
tipo Hologic QDR-2000, y analizando la densi-
dad é6sea en una ventana correspondiente a la
region diafisiaria con el software de pequenos
especimenes. Se realiz6 la resonancia nuclear
magnética en seis ratas de cada grupo utilizan-
do un magneto de cuerpo entero de 5-Tesla
(Radiology Research Laboratory, Deaconess
Hospital, Boston, MA). Se disen6 un molde de
polimetilmetacrilato a la medida de la rata, de
manera que se controlara y reprodujera la po-
sicion de cada especimen dentro del magneto.
El procedimiento se realizé bajo anestesia ge-
neral con Pentobarbital sédico.

Se utilizé un analisis de varianza de dos vias
(ANOVA) para determinar las variaciones de falla
en torque. Los dos factores de estudio fueron la
presencia de tumor y el tiempo (4 grupos). Las
comparaciones Post-Hoc se realizaron con la uti-

lizacion de un analisis tipo Student-Neuman-Keuls
con un nivel de significancia de p<0.05. Para
controlar la variabilidad entre especimenes, se
realiz6 un ANOVA de una via de mediciones re-
petidas con el objeto de determinar las diferen-
cias entre los fémures con implantacion tumoral
y sus controles contralaterales. Las diferencias
de falla en torque entre los fémures implantados
con tumor y los controles contralaterales fue ana-
lizado ademas mediante un ANOVA de una via
con los datos normalizados, o sea con la diferen-
cia existente entre implantados y controles. Se
realiz6 un ANOVA de dos vias en la determina-
cion de las diferencias en densidad y contenido
mineral 6seo, utilizando la presencia de tumor y
tiempo como factores. Los valores de la escala
de Wingen de cada especimen fueron compara-
dos utilizando un ANOVA de una via.

Resultados

Un total de 6 ratas murieron entre los dias 30
y 45 después del implante. Se realizé una autop-
sia en estos especimenes encontrando una gran
masa de tejidos blandos en el muslo derecho. El
fémur estaba claramente afectado, especialmente
en el tercio distal, aunque no se encontraron frac-
turas patolégicas macroscopicamente. Tres
fémures implantados presentaban necrosis del
tercio distal, por lo que fueron retirados del estu-
dio. Los pulmones presentaban evidencia de
invasion tumoral, lo que, probablemente, causé
la muerte. Las radiografias de cuerpo entero no
mostraron evidencia de metastasis en ningin otro
hueso del cuerpo. Algunas ratas desarrollaron un
tumor de tejidos blandos de gran tamano sobre
el muslo y la cadera que les ocasioné lesion
medular espinal invasiva con paraplegia. Estos
especimenes debieron ser sacrificados de acuer-
do al protocolo de ética en cirugia animal. Un
total de 6 ratas no presentaron evidencia de masa
al examen fisico (15%).

Los fémures que recibieron implantes de tu-
mor mostraron una falla en torque significativa-
mente menor que sus controles contralaterales
en un promedio de 19.06%. Se evidencio ade-
mas una interaccion estadisticamente significati-
va entre la reduccion de la resistencia 6sea y el
tiempo (p=0.013). Los fémures implantados con
tumor fueron mas débiles que sus controles
contralaterales por un promedio de 4.49% a los
15 dias, 47.75% alos 30 dias y 33.08% a los 60
dias (fig.2). En el grupo de 45 dias se encontro
que los fémures implantados con tumor fueron
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11% mas fuertes que sus controles
contralaterales; sin embargo, no hay diferencias
estadisticamente significativas en resistencia 6sea
entre los fémures implantados y los
contralatetales en este grupo. El ANOVA de una
via con mediciones repetidas mostré una dife-
rencia significativa de falla en torque entre los
fémures implantados con tumor y los controles
contralaterales en los grupos de 30 dias y 60 dias
postimplante (fig.3). En la medida que pasa el
tiempo, los femures implantados se hacen mas
débiles con respecto a sus contralaterales, salvo
en el grupo de 45 dias en que hay una reaccion
paraddjica. El grupo de 30 dias postimplante
presenta la mayor diferencia en resistencia, te-
niendo los fémures implantados casi la mitad de
la resistencia de sus contralaterales.

Falla en Torque

@ TUMOR
CONTROL

Fig.2: La falla en torque de los diferentes grupos mues-
tra los fémures implantados mas débiles que sus
contralaterales en todos los grupos de estudio, salvo a los
45 dias. Los valores de fuerza estan representados en
Newtons-metro (N-m). A los 30 dias los fémures implantados
muestran una debilidad de un 47.75% con respecto de sus
contralaterales. Hay diferencias significativas entre los
fémures implantados y sus controles a los 30 y 60 dias
(p<0.05).

La evaluacion histologica revel6 la presencia
de células tumorales en todos los fémures im-
plantados y en todos los grupos de estudio. El
tumor causé resorcion 6sea en las areas implan-
tadas con una alta actividad osteoclastica. Las
metastasis produjeron varios frentes de resorcion
6sea mediados por osteoclastos sobre la super-
ficie endostica de la diafisis y metafisis distales
(fig.4). Los osteoclastos se encontraron en lagu-
nas de Howship de gran tamano, mientras que
las células tumorales estaban libres en el canal
medular. Existi6 ademas, una severa reaccion
periostica sobre el area del tumor. A partir de los
30 dias se evidenciaron las primeras microfrac-
turas patologicas que se hicieron mas frecuen-
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tes y severas al pasar a los grupos de 45 y 60
dias (fig.5). En varios sitios se encontraron tra-
béculas 6seas necroéticas rodeadas de tumor y
sin evidencia de vascularidad. Las lagunas
osteociticas se notaron vacias o con células pe-
quenas y picnoéticas. La severidad histologica era
evidentemente progresiva: a los 15 dias las le-
siones se localizaron en el canal medular sin
mayor evidencia de lesion cortical. A los 30 dias
la proliferaciéon fue global en el canal medular,
habia alta celularidad tumoral y osteoclastica en
metafisis distal y aparecieron las primeras micro-
fracturas. A los 45 dias se encontré un compro-
miso severo de la metafisis con proliferacion de
células hacia los tejidos blandos adyacentes y a
los 60 dias hubo mayor nimero de microfractu-
ras con adelgazamiento severo de las corticales.

Falla en Torque Normalizada
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Fig.3: Los datos normalizados representan las diferen-
cias entre los valores en Newton-metro (N-m) de los fémures
implantados y los fémures controles. Los valores representa-
dos como negativos implican que los fémures implantados
son mas débiles que los controles, mientras que los valores
positivos representan lo contrario. El grupo de 30 dias pre-
senta la mayor diferencia, mientras que el de 45 dias mues-
tra un valor paraddjico.

En la evaluacion radiologica se encontrd eviden-
cia de cambios tumorales en los fémures implanta-
dos que se extendia en un amplio rango entre las
regiones supracondilea e intertrocantérica a través
del canal medular, con mayor severidad y frecuencia
entre mas avanzado el proceso. No se evidenciaron
grandes fracturas patolégicas radiologicamente. El
compromiso mas severo se encontro a nivel de la
metafisis distal, asi como del tercio distal de la diafi-
sis, especialmente en los grupos mas tardios (45 y
60 dias). No se evidenciaron lesiones quisticas. La
severidad radiolégica de las lesiones aumento con el
tiempo, de acuerdo con la escala de Wingen.* EIl
menor grado de severidad se encontr6 en el grupo
de 15 dias mientras que los cambios mas severos en
el grupo de 60 dias (fig.6).
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Fig.4: Los frentes de resorcion 6sea son amplios y orga-
nizados, con una gran cantidad de osteoclastos en actividad
sobre la superficie 6sea y con las células tumorales en la
cavidad medular. En la parte superior se encuentra el inte-
rior de la cavidad medular, con la presencia de conglomera-
dos de células tumorales. En la parte central se ve el patron
en sacabocado del frente de resorcién sobre la cortical. En
la parte inferior se ve la reaccion periostica.

Fig.5: En la medida en que los frentes de resorcion avan-
zan, la cortical es perforada y se produce una microfractura.
Las células tumorales escapan a la periferia e invaden el teji-
do adyacente. La falla es mas un orificio que una fractura com-
pleta. Los bordes de la fractura son claros pero no existen los
fragmentos faltantes en vista de que se han reabsorbido.

Evaluacion Radioloaica

Evaluacion Radiologica
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Fig. 6: Los resultados de la evaluacion radiolégica mues-
tran un aumento progresivo de la severidad con el tiempo.
Los grupos de 15 y 30 dias no muestran compromisos seve-
ros, mientras que los de 45 y 60 dias tienen evidencia radiolo-
gica de lesion en todos los especimenes. El puntaje de seve-
ridad de acuerdo con la escala de Wingen muestra un aumen-
to de la severidad con el tiempo, con el mayor puntaje a los
60 dias.
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No se encontraron diferencias significativas
en contenido mineral 6seo ni en densidad mi-
neral 6sea entre los femures implantados con
tumor y sus controles contralaterales, ni tam-
poco entre los diferentes grupos de estudio.
Estos valores no cambiaron significativamen-
te en el tiempo. Los estudios de resonancia
nuclear magnética fueron enfocados hacia la
determinacion de una adecuada adquisicion
para lograr un contraste claro entre tumor, te-
jido medular y tejido 6seo. Las mejores image-
nes se obtuvieron utilizando un Tr de 2040/
80 y un Ts de 34’49. Utilizando esta estrate-
dia con adquisicién en T2, se obtuvieron ima-
genes del tumor en contraste con el hueso y
los tejidos blandos adyacentes (fig.7). En este
momento pudimos detectar la presencia de
masa tumoral en el interior de la cavidad me-
dular extendiéndose a lo largo de la diafisis.
Las unicas diferencias entre los grupos fue la
cantidad de cavidad medular invadida en com-
paracion con el tejido medular normal. En los
grupos tempranos la proporcion se mantuvo
equivalente mientras que en los grupos tardios
la proporciéon de masa tumoral invadié la tota-
lidad del canal y los tejidos blandos adyacen-
tes al fémur.
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Fig. 7: Las imagenes de resonancia nuclear magnética
muestran el compromiso intramedular del fémur y denota la
diferencia entre la médula 6sea normal (oscura) y el tumor
(claro). La imagen es pequena en la antena de cuerpo ente-
ro y no permite una evaluacion precisa de los cambios en
hueso cortical. Sin embargo, se evidencia la lesion con ma-
yor compromiso de la metafisis distal.

Discusion

Este estudio describe un modelo para la inves-
tigacion de las propiedades estructurales del hue-
so metastasico. Este modelo analiza el comporta-
miento biomecanico de un tumor maligno de seno
implantado en la diafisis femoral utilizando el
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carcinosarcoma W256. Este tipo celular es amplia-
mente utilizado y reconocido como altamente
metastasico y como causante de osteopenia signi-
ficativa. Son muchos las especies animales y los
modelos experimentales descritos en el estudio
de la enfermedad metastasica 6sea.'*71%192021 | 3
inmensa mayoria de estudios han sido enfocados
hacia el entendimiento del comportamiento biolo-
gico y la fisiopatologia de las metastasis, analizan-
do desde los patrones de invasion hasta los cam-
bios en el metabolismo 6seo.%'*!>233% Sin embar-
go, el estudio de la enfermedad metastasica 6sea
en modelos animales tiene su principal limitante
en la dificultad de la interpretacion de las varia-
bles, que suelen ser imprecisas o indirectas. La
pérdida de la resistencia 6sea, que es finalmente
la causa fundamental de las fracturas patologicas,
suele ser asumida indirectamente mediante la eva-
luacion de imagenes radiolégicas, los cambios en
la morfologia 6sea o las variaciones en niveles de
calcio en sangre y en orina. No se han descrito,
hasta el momento, estudios in-vivo para la evalua-
cion directa de los efectos mecanicos y estructura-
les de estos tumores en hueso. Una de las limitan-
tes para lograr este objetivo es la via natural de
siembra de las metastasis. La embolia tumoral y
los factores celulares y humorales de trofismo que
permiten el crecimiento de las metastasis en el
hueso hacen que su localizacion anatémica sea
fundamentalmente metafisiaria. El analisis biome-
canico de los extremos de los huesos largos es
dificil y su interpretacion muy complicada. Al utili-
zar un medio de cultivo gelatinoso que permita la
liberacion controlada de células tumorales a las
72 horas, podemos tener la facilidad de propor-
cionar el medio ambiente adecuado para la for-
macion de un tumor metastasico en el sitio desea-
do.?2?* Esta ventaja nos permitio la creacion de
una metastasis diafisiaria femoral con una linea
celular de reconocido poder metastasico y asi rea-
lizar analisis biomecanicos de torsion buscando el
punto de falla por el lugar mas débil. Este modelo
proporciona el método mas directo de evaluacion
de los efectos mecanicos y estructurales de un tu-
mor litico metastatico, asi como de evaluacion de
agentes terapéuticos en el manejo y prevencion
de fracturas patologicas.

Nuestros resultados muestran una disminucion
de la resistencia 6sea de 19% en los fémures
implantados con tumor. Es de esperarse que la
resistencia 6sea disminuya progresivamente en
la medida que crece un tumor litico. En nuestro
modelo experimental, la resistencia disminuyo
proporcionalmente con el tiempo, teniendo los
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fémures mas fuertes a los 15 dias postimplante y
los mas débiles a los 60 dias postimplante. Sin
embargo, el comportamiento mecanico de los
femures implantados a los 45 dias mostré una
recuperacion de la resistencia, al compararse con
el grupo anterior. Una posible explicacion es la
reaccion 6sea ante el estimulo de un invasor litico
generando un aumento en la produccion de ma-
triz 6sea por parte de los osteoblastos, ademas
de la invasion vascular en los focos de micro-
fracturas con el subsecuente proceso de repara-
cion y aumento relativo de la resistencia 6sea
como efecto final. La posibilidad de un efecto
hormonal sistémico es poco probable ya que no
se encontraron cambios significativos en los
fémures de control de este grupo al ser compa-
rados con los de los demas. Este interrogante
nos abre una ventana de investigacion para de-
terminar las causas de este efecto paraddjico a
los 45 dias de implante. El hecho de tener unos
fémures implantados casi 50% mas débiles que
sus controles a los 30 dias, sin presentar una
devastacion masiva o fracturas mayores que no
permitirian el estudio en aparatos de analisis bio-
mecanico, nos permite tener un modelo para la
evaluacion de agentes terapéuticos a corto plazo
y a bajos costos con resultados solidos y de facil
analisis. Una vez demostrada en forma
cuantificable la pérdida de resistencia Osea, se
realizaran estudios en los que se incluyan otras
coorelaciones biomecanicas como rigidez 6sea
y energia en torsion.

Los hallazgos histologicos son consistentes
con los cambios reportados en la literatura para
los tumores metastasicos W256 en modelos ani-
males. En nuestro modelo pudimos evaluar los
efectos diafisiarios del tumor encontrando un
patron reproducible de frentes de resorcion os-
teoclastica sobre las superficies endosticas, y
microfracturas que liberan las células tumorales
al exterior del hueso atacando los tejidos blan-
dos y el musculo adyacente. La reaccion Osea
tiende a ser localizada y la lisis osteoclastica or-
ganizada en frentes de resorcion. Los hallazgos
histolégicos semejan el cuadro encontrado en las
metastasis 6seas del humano, con reaccion pe-
riostica, localizacion predominante metafisiaria,
proliferacion tumoral con reemplazo del tejido
medaular, necrosis 6sea y microfracturas.

La evaluacion radiologica se corresponde con
los hallazgos histolégicos y biomecanicos en los
diferentes grupos. La escala de Wingen es una
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herramienta objetiva para comparar las lesiones
detectables radiologicamente. En este estudio se
demostré un aumento progresivo de la severidad
con el tiempo. La osteodensitometria 6sea no
mostré cambios significativos en los fémures im-
plantados, probablemente por haber hecho las
mediciones solamente en la diafisis y no en todo
el fémur. Este tipo de estudios permite una certe-
ra determinacion de la cantidad de mineral 6seo
del hueso. Sin embargo, los principales efectos
sobre la mineralizacion se vieron en la region me-
tafisiaria, tal como lo demostraron los estudios
radiologicos e histologicos. Los cambios en la
matriz 6sea mineral del hueso cortical diafisiario
no sufrieron tantos cambios de acuerdo a el estu-
dio densitométrico. Son de esperarse cambios
dramaticos en el contenido y densidad mineral 6sea
en la region metafisiaria, pero este estudio se cen-
tré6 en los cambios densitométricos en la zona en
que se realizaron los analisis biomecanicos en tor-
sion. Los analisis de la resonancia magnética en
los fémures implantados nos permitieron, después
de muchas pruebas, lograr las adquisiciones ade-
cuadas para obtener el contraste ideal y determi-
nar la magnitud exacta de la masa tumoral. La
principal limitante de este estudio es que todos
los tumores implantados endomedularmente in-
vaden la totalidad del canal medular y son, por
consiguiente, semejantes en tamano y forma. La
digitalizacion de estas imagenes para su manejo
tridimensional utilizando software de manejo de
imagenes diagnésticas nos permite observar el
tamano del tumor, pero no se encontraron dife-
rencias significativas entre los grupos. Los proxi-
mos estudios con resonancia magnética seran
enfocados hacia la determinaciéon de la pérdida
de volumen 6seo con adquisiciones que muestren
un claro contraste de hueso y utilizando antenas
de resonancia para miembros en vez de antenas
de cuerpo entero. De esta manera podremos de-
terminar el efecto litico del tumor sobre la diafisis
y no el tamano del tumor que suele ser invariable.

Los recientes avances en el tratamiento y pro-
nostico de las neoplasias malignas han llevado a
una prolongacion de la expectativa de vida del
paciente con cancer. La incidencia relativa de las
metastasis 6seas ha aumentado y sus complica-
ciones crean dificiles problemas de tratamiento.
Es de gran importancia la evaluacion de los dife-
rentes tratamientos disponibles, asi como el desa-
rrollo de nuevos métodos y técnicas para mejorar-
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los. La prevencion de las fracturas patologicas
utilizando agentes antiosteoliticos y otras herra-
mientas terapéuticas pueden ser evaluados sola-
mente a través de un modelo in-vivo que permita
la valoracioén directa y sélida de sus efectos meca-
nicos. Nuestro plan de investigacion en el estudio
de la enfermedad 6sea metastasica demostro en
una primera fase la posibilidad de crear un trans-
portador celular tumoral que permite la liberacion
controlada de células en un sitio anatébmico blan-
co predeterminado. En la segunda fase logramos
la formacion de una lesion metastasica metafisia-
ria y diafisiaria que semeja clinica, radiologica e
histoloégicamente a las lesiones encontradas en el
cancer 6seo metastasico humano. Los analisis bio-
mecanicos muestran con claridad las diferencias
en resistencia 6sea en los diferentes grupos de
estudio. Nuestras investigaciones indican que es
posible determinar patrones reproducibles en la
pérdida de esta resistencia 6sea, y proporcionar
una base para comparar los efectos de agentes
fisicos y farmacologicos sobre el hueso
metastasico.

En la actualidad hemos comenzado una ter-
cera fase del estudio de metastasis 6seas, en el
que se determinan los efectos de agentes tera-
péuticos sobre el hueso metastasico. Se utilizod
el mismo protocolo quirtirgico, la misma linea
celular y animal, y se estudio el efecto del
Alendronato, un potente Bifosfonato inhibidor de
la actividad osteoclastica utilizado experimental-
mente en osteoporosis. De los diferentes gru-
pos de estudio de la segunda fase se escogio6 el
sacrificio de los animales a los 30 dias, ya que
existen en este momento suficientes cambios
comparativos sin lesiones mayores que puedan
sesgar la informacién. Los resultados prelimina-
res demostraron una pérdida de la resistencia
Osea similar a la del estudio inicial en 80 ratas,
demostrando, una vez mas, la solidez de nues-
tro modelo animal. La utilizacién de Alendronato
resultdé en una disminucion significativa de los
efectos liticos del tumor metastasico sobre hue-
so al ser utilizado como prevencion y como trata-
miento. Las posibilidades de utilizacion de nues-
tro modelo son ilimitadas en el estudio de agen-
tes terapéuticos en metastasis 0seas. El estudio
de los efectos de agentes citostaticos y de la ra-
diacién sobre estos tumores son el siguiente paso
esta linea de investigacion.
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Abstract

The purpose of this investigation was to develop an animal model to study the direct effects of lytic tumors in
metastatic bone disease. Pathologic fractures are the result of a loss of bone strength caused by direct and
indirect bone resorption in metastatic tumors. The evaluation of these effects are often characterized indirectly
by measuring calcium levels, radiological images or survival rates. Walker 256 cells were cultured in a low
gelling agarose enriched with culture media and implanted in 0.5 x 1.8 mm cylinders into the right femoral
shaft of Sprague Dawley rats. The contralateral femora were sham operated and used as controls. Four
groups of eight rats were sacrificed at 15, 30, 45 and 60 days. Six femurs of each group were tested to failure
in torsion, finding a significantly lower ultimate load as compared with their contralateral controls by a mean
of 19.06%. By day 30 and 60, the tumor bearing femurs were significantly weaker, but at 45 days there was
an apparent rise in strength. Histological examination revealed invasion of the medullary canal with hight
osteoclasic reaction in resorption fronts, and microfractures after 30 days. Radiological severity of the
lesions increased with time and no cystic patterns or gross pathologic fractures were found. Both histological
and radiological patterns showed distal diaphyseal and metaphyseal compromise. Bone densitometry of the
femoral shaft did not show significant differences between tumor bearing femurs and controls. MRI evaluations
showed a clear contrast of tumor with surrounding tissues and confirmed the intramedullary growth of the
tumor. Our investigations indicate that with this new animal model it is possible to determine repeatable
patterns in the loss of bone strength and provide a baseline to compare the effects of pharmacological and
physical agents on metastatic bone disease.

Keywords: Metastatic Bone Disease, Rat, Femur, Agarose, Torsion, Torque, Biomechanics.
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