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SUMMARY

Background: The authors studied the capacity of nickel sulphide (Ni;S,) and of 3.4-benzopyrene (BZP) to induce soft-tissue neo-
plasms. Materials and Methods: 10 mg of Ni;S, and 10 mg of 3.4 BZP individually or in conjunction were administrated to 120 male
white Wistar rats by subcutaneous, intramuscular and retroperitoneal routes, suspended in 0.4 mi, penicillin G procaine by means of
a single injection. As controls, a group of 30 rats were injected with the vehicle used to administer the carcinogen only. The experi-
ment lasted 53 weeks (a natural year). Results: A total of 64 sarcomas were obtained: 42 malignant fibrohistiocytomas, 11 rabdo- -
myosarcomas, 8 leiomyosarcomas, 1 fibrosarcoma, 1 neurogenic sarcoma and 1 non-differentiated tumor. A shorter latent period was
observed in the groups injected with BZP and in those animals injected intramuscularly. Similarly, a greather incidence of rabdomyosar-
comas in the group treated with Ni;S, was observed, whilst in the groups injected with Ni,S, malignant fibrohistiocytomas predominated
Conclusion: The experimental model we used and the performance of several biopsfes by other authors may be of great assistance
in histogenetic studies, and may perhaps clarify an eventual convergent or divergent differentiation in malignant fibrous histiocytomas.
Patologia 1997; 30(2): 127-133.
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RESUMEN

Planteamiento: Los autores estudian Ia capacidad del sulfuro de niquel (Ni,S,} y del 3,4-benzopireno (BZP) para inducir neoplasias
en los tejidos blandos. Material y Métodos: Se administraron 10 mg de Ni,S, y 10 mg de 3,4-benzopireno, individual o conjuntamen-
te, a un total de 120 ratas Wistar macho por via intramuscular, subcutdnea y retroperitoneal, suspendidos en 0,4 ml de penicilina G
procaina mediante una inyeccion dnica. Se utilizaron como control un total de 30 ratas, que fueron inyectadas tnicamente con el ve-
hiculo usado para administrar el carcinogeno. El experimento duré un afio natural. Resultados: Se obtuvieron un fotal de 64 sarco-
mas: 42 fibrohistiocitomas malignos, 11 rabdomiosarcomas, 8 leiomiosarcomas, un fibrosarcoma, un sarcoma neurogénico y un tumor
indiferenciado. Se observd un periodo de latencia mds corto en los grupos tratados con BZP y en los que se empled la via im.
Asimismo, se observé mayor incidencia de rabdomiosarcomas en el grupo tratado con Ni;8,, mientras que en los grupos de BZP y
BZP+NI,S, predominaron los fibrohistiocitomas malignos. Conclusidn: El modelo experimental utilizado, asociado a sucesivas tomas
bidpsicas por otros autores, permitiria estudiar aspectos histogenéticos que podrian aclarar una eventual diferenciacidn convergente
o divergente de los fibrohistiocitomas malignos. Patologia 1997; 30(2): 127-133.
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INTRODUCCION

En 1962, Gilman (1) describié un sencillo método de car-
cinogénesis mediante sales de niquel que se utilizé poste-
riormente para inducir sarcomas y carcinomas en diferen-
tes 6rganos (2, 3). Maenza y cols. (4) consiguieron una mds
répida y eficaz induccién de los sarcomas utilizando como
cocarcinégeno el 3,4-benzopireno (BZP). Si bien la tipifi-
cacién exacta de estos tumores con las técnicas rutinarias
resulta diffcil, 1a aplicacién de técnicas inmunohistoquimi-
cas y ultraestructurales ha permitido una precisa' caracteri-
zacion en la mayoria de los casos (5-12). Asimismo, se han
estudiado, mediante biopsias sucesivas, las diferentes ‘eta-
pas y el mecanismo de induccién tumoral en estas neopla-
sias (13). o

MATERIAL Y METODOS

Hemos empleado un total de 120 ratas Wistar macho, de
la misma camada, con un peso medio de 443,67+42,35 g
y 5 meses de edad, distribuidas en cuatro grupos y doce
subgrupos de 10 animales cada uno, segun se indica en la
Tabla 1. El sulfuro de niquel (Ni,S,) (Aldrich Chem, Co.),
con una pureza de 99,9%, se administré a la dosis de, 10 mg
y el 3,4-benzopireno (BZP), del mismo laboratorio y 98%
de pureza, a la dosis de 10 mg, ambos suspendidos en
0,4 ml de penicilina G procaina (Antibiticos SA,
Espafia). La inyeccién subcutdnea (s.c.) se realizé en el
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drea interescapular, la intramuscular (i.m.) en los miscu-
los extensores de la pata posterior derecha y la retroperi-
toneal (r.p.), previa anestesia intraperitoneal, con 0,25 ml
de solucién de ketamina en 100 mg/l, abertura de la pared
abdominal, separacion del paquete intestinal y acceso a la
grasa perirrenal en condiciones de asepsia. El cierre de la
musculatura abdominal se realizé en catgut estéril 2/00, y
la piel con seda de igual calibre. Con las ratas del grupo
control se procedié de forma idéntica a los tres grupos ante-
riores, . si bien tan sélo se administré 0,4 ml del vehiculo
utilizado.

Todos los animales se examinaron dos veces por sema-
na, sacrificando para su estudio a aquellos que habfan desa-
rrollado un tumor >3 cm de didmetro, as{ como aquellos
otros cuyo estado general deteriorado comprometiese su
vida. En este caso se anestesiaban con éter previamente a
su sacrificio, que, en los animales supervivientes, se realizo
transcurrido el afio natural desde el comienzo del experi-
mento.

Microscopia éptica

Se tomaron uno o varios bloques de tejido, segtin el tamafio
del tumor y de las metdstasis, y se fijaron en formol tam-
ponado al 10%, incluyéndose rutinariamente en parafina
Los cortes de 4 pm se tifieron con HE. Aquellos casos que
lo precisaron se tifieron, ademads, con azul alciano, tincién
de plata para reticulina y tricrémico de Masson.

Tabla 1. Grupos experimentales, incidencia tumoral, periodo de latencia y metastasis.
i Vias de
: Grupo N° de ratas  administracién Incidencia (%)" Latencia (dfas)® Metdstasis (%)
i A: s.c. 2T (28.5), 343x16 072 (0)
i T(N§,S,) 30 B:im. 10/10 {100) 213.5%25.6 4/10 (40)*
C: r.p. 0/9 (0} Sin tumores 0/0 (0)
‘ A: s.c. 9/10 (90) 238+33,1 1/9 (11) (pulmdn)
I (BZP) 30 B:im. 9/9 (100) 160.425,7 5/9 (55)**
C: rp. 9/9 (100)" 221,12+60.2 0/9 (0)
A:s.c. 7/10 (70) 280,4+68,3 177 (14) (pulmén)
I (Ni,S,+BZP) - 30 B:im. 10/10 (100) 200,5+37,3 2/10 (20)#%#:*
C: r.p. 8/8 (100) . 268,9+64,1 2/8 (25) (pulmén)
: A:s.c. 0/10 (0) : Sin tumores 0/0 (0)
IV (Control) 30 B: im. 0/10 (0) Sin tumores 0/0 (0)
C:r.p. 0/9 (0) Sin tumores 0/0 (0)

'Ratas con sarcomas/ratas valorables. *Media + desviacién tfpica. *Un tumor con metdstasis en pulmén; dos en linfaticos, r.p., y
otro en pulmén y linfiticos, r.p. **Dos metéstasis en pulmén; una en pulmén, hilio pulmonar y linféticos, r.p., y dos en linféticos, |
¢ r.p. ¥**Una en linfaticos, r.p., y otra retroperitoneal.

~ 128 -



1997, Vol. 30, N° 2

Inmunohistoquimica

Si los cortes histolégicos seleccionados inicialmente no
permitian un diagndstico de certeza, a otros nuevos se
aplic6 una seleccionada baterfa de anticuerpos con el
propdsito de identificar un patrén de diferenciacién; no se
pretendi6 realizar un estudio de la distribucién o coexpre-
sién de marcadores en estas neoplasias. Se utilizé la técni-
ca de la avidina-biotina peroxidasa con anticuerpos comer-
ciales contra la protefna:S-100, 1:100 (Dako, Dinamarca),
desmina, prediluido (Biomeda, EE.UU.), mioglobina,
1:200 (Dako, Dinamarca), panactina, 1:100 (Dako, Dina-
marca) y o, -antitripsina, 1:200 (Dako, Dinamarca), previa
tripsinizacién en los tres dltimos casos.

Microscopia electrénica

Se fijaron bloques milimétricos en glutaraldehido-dcido
6smico y se incluyeron en Spurr, segun las técnicas habi-
tuales. Se practicaron cortes ultrafinos con un micrétomo
LKB, que se tifieron con citrato de plomo y acetato de ura-
cilo. La observacién se realizé en microscopio electrénico
ZEISS EM 900.

Tratamiento estadistico de los resultados

Hemos empleado el test de Student, el de Kulber y'Leiber
con la correccién de Ku, y el de ¥ de Pearson :con la
correccién de Yates.

Tumores de partes blandas inducidos en ratas Wistar mediante Ni,S, y/o 3,4-benzopireno

RESULTADOS

Los resultados de la carcinogénesis en cada grupo con sus
datos mds relevantes se resumen en la Tabla 1 (los tipos
histolégicos aparecen reflejados en la Tabla 2). En el grupo
testigo se observd un linfoma mediastinico espontdneo, y
en los grupos A y IIIC, tres fibromas subcuténeos tam-
bién espontdneos.

El periodo de latencia més corto entre la inyeccién de
los carcinégenos y la aparicién de tumores (Tabla 1) se
obtuvo empleando el BZP (p<0.001), seguido del que reci-
bi6 Ni S +BZP. El mds largo fue el del Ni,S,, que incluso
no llegd a provocar tumores por via r.p. Si consideramos la
via de administracién, independientemente del carcinégéno
administrado, laim. fue la que mostrd un periodo de laten-
cia mds corto (p<0.02), no existiendo diferencias estadfsti-
camente significativas entre la s.c. y la r.p. ante el mismo
carcinégeno. En cuanto a la capacidad carcinogénica, el
BZP, administrado aisladamente o en combinacion con el
Ni,S,, indujo significativamente mds tumores (p<0.001)
que el Ni,S,, independientemente de la via de administra-
cién empleada. La via 1.m. en cualquiera de los grupos pre-
sent6 una incidencia tumoral del 100%, significativamente
superior a las demds vias (p<0.001). Por el contrario, las
vias s.c. y r.p., que no mostraron diferencias significativas
entre si, registraron una incidencia tumoral significativa—
mente m4s baja con cualquiera de los carcinégenos emplea-
dos: Ademds, se apreciaron asociaciones estadisticamente

Tabla 2. Clasificacién histolégica de los tumores.

Fibrohistio- Sarcomas Tumores
Vias de N°de  Rabdomio-  citomas. Leiomio- Fibro- neurogé-  indife- Tumores
administracion  sarcomas ~ sarcomas  malignos sarcomas sarcomas  nicos  renciados espontingos '
A:s.c. 2 0 2 0 0 0 0 1 linfoma
| T(Ni;S,) B: im. 10 6 1 3 0 0 0 0
: C: r.p. 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 5 2 1 0 1 0
: A:sec.
; . 9 1 5 2 0 1 0
II (BZP) B: im. 9 0 8 0 0 0 0 0
C:1.p.
A sc 7 2 5 0 0 0 0 2 fibromas :
. T 10 1 9 0 0 0 0 0 ‘
I (Ni,5,+BZP) B: L.m. 8 1 7 0 0 0 0 1 fibroma
C: r.p.
: A:sc. | 0 0 0 0 0 0 0 1 linfoma
IV (Control) B: im. 0 0 0 0 0 0 0 0
C: r.p. 0 0 0 0 0 0 0 0
| Total 64 11 42 8 1 1 1 5
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significativas (p<0.001) entre los tipos tumorales. provoca-
dos por el Ni,S, y rabdomiosarcomas, y entre BZP 'y fibro-
histiocitomas- malignos, con independencia de la via de
administracién. Tales diferencias no fueron significativas
entre los grupos II y III. Finalmente, tan s6lo en el grupo I, y
por via i.m., hemos hallado una proporcién de rabdomiosar-
comas y leiomiosarcomas més alta que la de fibrohistiocito-
mas malignos.

Rabdomiosarcomas

Presentaron patrones pleomorfico y embrionario, similares
a los descritos en el hombré, y frecuentemente entremez-
clados con el mismo tumor. En los pleomérficos abunda-
ban las células multinucleadas con amplio citoplasma
aciddfilo, que recordaban a mioblastos diferenciados y a
miotdbulos (Fig. 1). Ultraestructuralmente, las células
menos diferenciadas mostraron escaso citoplasma, pobre
en organelas y miofilamentos; en cambio, las mds diferen-
ciadas posefan un amplio citoplasma rico en mitocondrias,
vesiculas pinocitéticas, ribosomas libres, y reticulo endo-
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Figura 1. Rabdomiosarcoma que muestra células pequefias
'mas indiferenciadas y grandes multinucleadas y de citoplasma
aciddfilo que parecen microtiibulos (original, HE x160).
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Figura 2. Rabdomioblasto con filamentos citoplasmicos agrupa-
dos en bandas Z primitivas (flechas) (original, ME x20.000).

pldsmico rugoso prominente. Aunque observamos miofi-
lamentos agrupados en bandas Z primitivas (Fig. 2), nunca
pudimos demostrar la presencia de sarcémeras bien orga-
nizadas. Inmunochistoquimicamente (Fig. 3 y Tabla 3)
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Figura 3. Rabdomiosarcoma con células de diferentes tamarfios
que muestran positividad citoplasmica para la mioglobina inmu-
noperoxidasa (original, x100).

Tabla 3. Patrén inmunohistoquimico de los distintos tipos tumorales.
Desmina Actina Mioglobina Lisozima o, -antifripsina S-100

Fibrosarcomas - 0/1 0/1 071 - 0/1
Fibrohistiocitomas malignos 0/1 0/2 172 0/1 0/1
Rabdomiosarcomas 2/2 717 9/9 0/8 - 077
Leiomiosarcomas /1 11 0/6 0/6 - 0/6
Sarcomas neurogénicos - 0/1 0/1 0/1 - 1/1
Tumores indiferenciados 0/1 0/1 0/1 0/1 - 0/1
Linfomas - 0/1 0/2 0/1 - 0/1
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Figura 4. Area de un fibrohistiocitoma maligno constituido por
células fusiformes que adoptan un patrén estoriforme (angulo
superior derecho) (original, HE x133).

encontramos positividad para la panactina, la desmina y la
mioglobina. ‘

Fibrohistiocitomas malignos

De mayor a menor frecuencia fueron pleomérficos. (34),
fusocelulares (5) y sarcomas histiociticos (3), compuestos de
variables proporciones de células redondas de hébito his-
tiocitico, entremezcladas con otras fusiformes, dispuestas
con el caracteristico patrén verticilar o estoriforme (Fig. 4).
Con cierta frecuencia se detectaron células gigantes multi-
nucleadas tipo Touton y dreas con estroma mixoide. Tan s6lo
en un caso pleomorfico apareci6 positividad débil para liso-
zima (Tabla 3). Ultraestructuralmente mostraron una varia-

Figura 5. Fibrohistiocitoma maligno pleomérfico. Se aprecia un fibro-
blasto caracteristico (izqda.) y un histiocito multinucleado con liso-
somas y mitocondrias citoplasmicas (flechas) (original, ME x400).
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ble cantidad de mitocondrias, abundantes cisternas de reticu-
lo endopldsmico rugoso, cuerpos lisosomales y vesiculas
lipidicas (Fig. 5).

Leiomiosarcomas

Estdn formados por células fusiformes alargadas de nicleo
oval con extremos romos, dispuestas en fasciculos entrecru-
zados. Su atipia nuclear fue evidente y su actividad mit6ti-
ca elevada. Ultraestructuralmente destacé la presencia de
filamentos de actina, formando los caracteristicos cuerpos
densos (Fig. 6), reticulo endopldsmico dilatado, la abundan-
cia de vesiculas micropinocitéticas y la escasez de mitocon-
drias. Inmunohistoquimicamente destacé la positividad
citopldsmica para la panactina y la desmina (Tzﬁbla 3).

Sarcoma neurogénico

Se trata de un tumor fusocelular de niicleos semejantas1 a
los de los fibroblastos y moderado grado de atipia. Las téc-
nicas de inmunohistoquimica revelaron positividad para la
S-100 (Fig. 7), que fue orientativa para el diagndstico, ya
que ultraestructuralmente no encontramos signos evidentes
de diferenciacién neurogénica. ‘ N

Fibrosarcoma

Sus células, de nicleo oval con moderada cantidad de cro-
matina y citoplasma fusiforme baséfilo palido, se dispo-
nian en fasciculos entrelazados que constitufan un patrén
en espina de arenque. La matriz extracelular era rica en

Figura 6. Leiomiosarcoma. En la imagen puede observarse la
presencia de cuerpos densos citoplasmicos (flechas) (original,
ME x12.000). ‘
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Figura 7. Sarcoma neurogénico con células fusiformes que
muestran positividad predominante nuclear para la S-100 (origi-
nal, inmunoperoxidasa x40).

fibras coldgenas. Pese a la escasez de figuras mitéticas y a su
moderada anaplasia, invadi6 la grasa y misculo adyacentes.
Los escasos histiocitos observados son inflamatorios y care-
cen de atipias. Ultraestructuralmente, se observaron nicleos
ovales de contornos irreguléres y citoplasma con abundante
reticulo endoplasmitico rugoso (RER) y otras organelas
menos desarrolladas (Fig. 8). Inmunohistoquimicamente fue
negativo para todos los antisueros empleados.

Sarcoma indiferenciado

De hébito fusocelular y patrén arremolinado, tan sélo fue
discretamente positivo para la S-100 en algunas células.

Figura 8. Fibroblastos tumorales que presentan un contorno
nuclear caracteristicamente festoneado, cromatina adosada a la
membrana nuclear y dos nuciéolos. Citoplasma con abundante
reticulo endoplasmatico rugoso (original, ME x3000}).
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Ultraestructuralmente, las células destacaban por su pobre-
za en brganitos citopldsmicos y por la ausencia de estruc-
turas indicativas de diferenciacién hacia cualquier estirpe
celular. 1

DISCUSION R

La via im., en comparacién con las demds, mostrd un
periodo de latencia més corto en la induccién tumoral.,
Solamente en el grupo I (Ni,S,+BZP), y por via LPp.,
hemos observado un periodo de latencia més corto con res-
pecto a la via s.c., pero no en relacién a la via i.m. Shibatja
y cols. (5), utilizando Ni,S, como carcinégeno, no encon-
traron'diferencias significativas entre las vias s.c. e im., y
ademds consiguieron provocar neoplasias retroperitonea-
Ies, si bien en menor porcentaje que por otras vias y con un
periodo de latencia més prolongado. Nosotros no hemos
encontrado en ningin caso diferencias estadistiqamenté
significativas al comparar las vias s.c. y r.p., desconocien-
do el periodo de latencia de Ni,S, r.p. al no haber conse-
guido ningdn tumor en este grupo. Al estudiar la eficacia
de los diferentes carcinégenos por cada una de las vias, no
encontramos diferencias significativas entre los grupos
BZP y. BZP+NL,S,, pero si entre ellos y el del Ni,S, aislado,
que presentd una incidencia tumoral mds baja (p<0.001).

Al correlacionar el desarrollo de un determinado tipo
tumoral con alguno de los carcinégenos administrados o la
via empleada, destacan como hechos significativos estadfs-
ticamente: !

1) Con el Ni;S, hemos obtenido una proporcion més alta de
rabdomiosarcomas, mientras que con el BZP, solo o com-
binado con Ni3SZ, un predominio de fibrohistiocitomas. .

2) No hemos podido establecer diferencias en la incidencia
de los tipos tumorales en relacién con la via de adminis-
tracién; en consecuencia, esta Wltima no influyé en ejl
desarrollo de un determinado tipo tumoral. No hemos
podido reproducir los resultados de Maenza y cols. (4),
que consiguieron una mayor incidencia tumoral con un
menor periodo de latencia asociando Ni S, a BZP res-
pecto a la administracién por separado de cada uno de
los carcinégenos. Nuestro trabajo no apoya, por consi-
guiénte, una accién cdcarcinogenética entre ambos comf-
puestos.

Consideramos nuestro caso de linfoma mediastinico y

fibromas subcutdneos de naturaleza espontdnea al haberse

desarrbllado lejos del punto de aplicaci6n de los carcindge-
nos y fuera de sus eventuales vias de drenaje linfitico. Los
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tumores espontineos aparecen hasta en un 5% de las ratas
segin algunos autores (12). Tan sélo un tumor presentd un
patrén histolégico sugestivo de diferenciacién mixta: fibro-
sarcoma/fibrohistiocitoma maligno; pero como no mostrd
evidencias inmunohistoquimicas ni ultraestructurales que
apoyasen tal diagndstico, finalmente fue clasificado como
indiferenciado. La inmunohistoquimica, si se dispone de los
antisueros adecuados, es de gran ayuda en la caracterizacién
de buena parte de los tumores de partes blandas (6, 10-12).
A nosotros nos ha sido de gran valor discriminativo para
distinguir los tumores fusocelulares de los tumores con
células multinucleadas mds o menos pleomdrficas. La
microscopia electrénica también es un apreciable recurso
para este propésito, si bien las limitaciones de muestreo que
implica la técnica pueden hacerla a veces, como en nuestro
sarcoma neurogénico, menos eficaz que la anterior.
Precisamente en este caso, sabemos que la positividad para
la S-100, si bien no es especifica ni aparece en todos los
casos, al expresarse en un sarcoma fusocelular, aporta un
dato de indudable valor para el diagndstico de esta entidad.
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