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SUMMARY

Background: We studied the clinical pathological, ultrastructural and biological behavior of three lines of murine melanomas: Harding-
Passey, B16 and B16F10. Material and methods: 80 C57BI/6J mice were used. A total of 10° tumoral cells in suspension were sub-
cutaneously injected into the inguinal area of each mouse. Samples of in vivo tumors were taken for microscopic and uftrastructural
study. Statistical study of several parameters was also carried out. Resufts: The three lines led to easily transplantable tumors. The
Harding-Passey showed the slowest growth, the lowest mean weight, the lowest mitotic index and the highest host survival. The B16
showed a mean tumoral weight double that of the Harding-Passey, a slightly higher mitotic index and a lower host survival. B16F10
tumors showed the highest growth capacity, with tumor weights six- and four fold greater than those of the Harding-Passey and the
B16, respectively, and showed a greater mitotic index and a mean survival half that of the other two groups. Conclusions: The three
lines are good experimental models for studying melanoma. The tumors showed different behavior and variable proliferation rates;
B16F10 had greatest growth, and the low survival of host provides an ideal model for short-term studies. Rev Esp Patol 2001; 34(2):
103-109.
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RESUMEN

Planteamiento: Estudiamos las caracteristicas clinicopatoldgicas, ultraestructurales y el comportamiento bioldgico de tres lineas de
melanomas murinos: Harding-Passey, B16 y B16F10. Material y métodos: Se han utilizado 80 ratones C57BI/6J, a los que se inyectd
una suspension de 10° células tumorales por via subcutdnea a nivel inguinal. Se procesaron muestras de los tumores para el estudio
microscépico dptico y electrénico. Se realizo el estudio estadistico. Resultados: Las tres lineas originaban tumores fdcilmente tras-
plantables. De los tres modelos, el Harding-Passey supone el tumor de crecimiento mds lento, presentando los menores pesos
medios, el menor indice mitdtico y una supervivencia mayor de los animales huéspedes. El B16 muestra un crecimiento intermedio
con pesos tumorales de casi el doble que el anterior, un indice mitdtico ligeramente superior y una supervivencia de los ratones lige-
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ramente inferior. El B16F10 muestra la mayor capacidad de crecimiento, siendo los pesos medios de los tumores seis y cuatro veces |
mayores, respectivamente, que los de Harding-Passey y B16, con un indice mitdtico mas alto y una supervivencia de los animales
inferior a la mitad de los anteriores. Conclusiones: Las tres lineas estudiadas constituyen modelos experimentales idéneos para el
estudio del melanoma. Los tumores muestran un comportamiento biologico distinto, con una capacidad proliferativa variable, siendd
el B16F10 el de mayor crecimiento. La baja supervivencia de los animales hace que sea un modelo ideal para estudios cortos. Todos.
mostraban alteraciones en la ultraestructura de fos mefanosomas. Rev Esp Patol 2001; 34(2): 103-1 09.
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INTRODUCCION

El melanoma Harding-Passey surgi6é de forma eéponté—
nea en el afio 1930, en la oreja de un ratén no hibrido
(Harding, 1930), y desde entonces se ha mantenido a
través de trasplantes sucesivos en ratones sanos o bien
mediante cultivos celulares. Dada la facilidad con que
prende en el huésped ha sido muy utilizado como mode-
lo experimental para el estudio del melanoma, aunque
diversos trabajos (Maekawa, 1970; Seizi, 1971) han
mostrado resultados muy variables respecto a su com-
portamiento bioldgico, lo que quizds explique que haya
ido disminuyendo progresivamente su utilizacién.

Veinticinco afios mas tarde surge también de forma es-
ponténea el llamado melanoma B16, en la piel de la base
de la oreja de un ratén hibrido C57Bl/6J, que aunque
mostré una mayor facilidad de trasplante que el anterior
también presentaba variabilidad en su comportamiento
biologico (Demopoulos, 1965; Bertalanffy, 1984; Sur-
giura, 1984). A partir de los trabajos de Wosko en 1985
comienzan a establecerse una serie de variantes de lineas
celulares del B16, de agresiVidad progresiva (F1 a F10), de
las que la F10 ha mostrado una mayor agresividad con una
alta capacidad metastatizante, por lo que en la actualidad
se utiliza frecuentemente en estudios experimentales de
distinta naturaleza (Palomares, 1995; Hofer, 1998; Ambs,
1998; Cameron, 2000).

El objetivo de nuestro trabajo ha consistido funda-
mentalmente en el estudio comparativo de las caracte-
risticas clinicopatolégicas y de comportamiento biolé-
gico de tres modelos experimentales de melanoma en
raton: Harding-Passey, B16 y B16F10. ‘

MATERIAL Y METODOS

Hemos utilizado 80 ratones C57BI/6J de seis semanas
de edad y 20 g de peso al comienzo del estudio. Los
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melanomas procedian del Institute of Cancer Research,
Royal Cancer Hospital de Londres, que hemos mante-
nido en cultivos celulares y por implantes sucesivos en
ratones. A cada animal se le inyect6 0,5 ml de la sus-
pensién de 10° células tumorales viables en medio de
cultivo por via subcutédnea a nivel inguinal. El sacrificio
de los animales se realizé a los 14 dias del implante, ya
que la mayoria de los animales a los que se inyecté el
B16F10 moria a partir del dia 15 por caquexia, ulcera-
ciones extensas o invasion intraperitonea (el animal que
murié durante el experimento no se ha incluido en el
trabajo).

Muestras de los tumores y las visceras fueron fijadas
en formol neutro tamponado al 10%, incluidas en para-
fina por el método habitual, seccionadas a 4 um y tefii-
das con hematoxilina-eosina (HE). Para conocer las
caracteristicas clinicobiolégicas y morfoldgicas estu-
diamos los pesos tumorales, la capacidad proliferativa
de los'melanocitos neoplésicos a través del indice mit6-
tico segtn el niimero de mitosis por 1000 c€lulas al azar
en cada tumor, y la evolucién en un grupo de animales
de cada linea hasta su muerte.

Para el estudio ultraestructural, fragmentos de 1 mm?
fueron fijados en glutaraldehido, posfijados en tetréxido
de osmio y tefiidos con acetato de uranilo al 2%. Tras la
deshidratacic’)n y aclarado con 6xido de propileno se -
impregnaron en resinas. epoxy..Los cortes ultrafinos se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. El
estudio ultraestructural y fotografico se realizé con un
microscopio electrénico ZEISS EM 10 C.

En el estudio estadistico se ajusté una regresion ex-
ponencial a Tos pesos de los tumores de las lineas Hard-
ing-Passey y B16 en funcién del dia del implante tumo-
ral. De esta regresion se estimod el peso medio corres-
pondiente a los 14 dias postimplante, que se compard
estadisticamente con el peso medio de los tumores de la
linea B16F10.
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RESULTADOS

Las células tumorales de las tres lineas prendieron en
todos los animales excepto en uno de los 26 ratones
implantados con Harding-Passey, siendo los tumores
palpables hacia el final de la primera semana. A los 14
dias y tras el sacrificio de los animales las caracteristi-
cas macroscopicas mas relevantes en la linea Harding-
Passey se presentaban como masas nodulares irregula-
res, localizadas en el tejido subcutdneo; al extirparlas
mostraban contornos bien definidos, ¥ estaban delimita-
das por una fina cdpsula de aspecto conjuntivo que con
frecuencia englobaba al tejido muscular y adiposo adya-
centes (Fig. 1a). Todos los tumores eran de coloracién
negra intensa y consistencia blanda, y al seccionarlos
mostraban zonas friables de coloracion blanco-grisdcea
y extension irregular. Ningin tumor estaba ulcerado en
este periodo. Los B16 mostraban caracteristicas super-
ponibles, excepto por el aspecto mds so6lido y carnoso y
la coloracién parduzea (Fig. 1b), v a la seccién mostra-
ban 4reas irregulares rojizas y amarillentas de consis-
tencia friable. Los correspondientes a la linea B16F10
—aunque en general consistfan en masas nodulares—
eran de morfologia muy irregular, con extensiones hacia
los tejidos muscular y adiposo adyacentes, e incluso
envolvian las estructuras 6seas de la pata (Fig. 1c). infil-
trando la piel y originando dreas de extensa ulceracion
en la mayorfa de los casos. Mostraban una consistencia
friable, 1o que junto al hecho de estar delimitados sdlo
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parcialmente por una seudocépsula conjuntiva muy del-
gada dificultaba su extraccién pues solian fragmentarse.
La coloracion era intensamente negra en todos los tu-
mores.

Respecto a los pesos tumorales, encontramos que los
pesos medios de la linea B16F10 eran significativamen-
te superiores a los pesos medios de las lineas Harding-
Passey (p<0.001) y B16 (p<0.01). Los pesos medios en
las tres lineas por dia se expresan en la Tabla 1, y las
regresiones ajustadas asi como las predicciones para el
dia 14 se indican en la Tabla 2.

Microscépicamente el parénquima tumoral en las
tres lineas estaba constituido por pequefios grupos de
melanocitos dispuestos de forma compacta y delimita-
dos por un fino entramado reticulinico asi como nume-
rosos capilares sanguineos. La necrosis tumoral era fre-
cuente, y se disponfa en areas irregulares con predomi-
nio por las zonas centrales, con infiltrados de polinuclea-
res neutréfilos y linfocitos en la periferia. Los melano-
citos mostraban una morfologia redondeada o poligonal
con moderado pleomorfismo excepto en el B16F10,
donde se observaban frecuentes melanocitos gigantes, e
incluso con varios niicleos de morfologia redondeada
con frecuentes muescas y varios nucléolos voluminosos
y eosindfilos. Los citoplasmas eran en general amplios
y ligeramente eosinéfilos, con abundante pigmento me-
lanico en Harding-Passey y B16F10, mientras que €ste
pasaba desapercibido en B16, donde estaba constituido
por pequefios granulos que delimitaban a la membrana

Figura 1. Caracteristicas macroscopicas de las tres lineas de melanomas murinos: a) Harding-Passey, b) B16 y ¢) B16F10.
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Tabla 1. Pesos tumorales medios de las lineas Harding-Passey, B16 y B16F10 por dia en gramos.
Harding-Passey B16 B16F10
Dias Media Dias Media + DE Dias Media + DE
10 0,23 1 1 0,43+0.09 14 3,62+1,95
14 57 18 4,88+0,53
20 o 2,02 25 9,38+0,78
25 © 3,74

celular cuando se estudié;ba con la técnica de Fontana-
Masson en todos los melanocitos de esta dltima th’nea
(Fig. 2 a-c). ‘

El indice mitético variaba en cada linea: aumentaba
progresivamente desde el Harding-Passey, en el que
oscilaba entre 8 y 9/1000 células, hasta 10 u 11 én el
B16 y mucho mayor en el B16F10 (de 13 a 14/1
células). ‘

Ultraestructuralmente, los melanocitos en las trés 1i-
neas se disponian de forma compacta con predominio
de la morfologia redondeada o poligonal y contornos
bien definidos, aunque con ocasionales prolongaciones
dendriticas. Solian predominar los nicleos redondeados
u ovoides con frecuentes indentaciones de la membrana
nuclear, preferentemente en B16F10, asi como la multi-
lobulacién. La eucromatina se disponia en granos finos
mientras que la heterocromatina formaba gruésos gru-
mos de distribucién irregular engrosando la membrana.
Los nucléolos solian ser voluminosos, irregulares.y con
frecuencia multiples (Fig..3b). ‘

Los citoplasmas solian mostrar una electronodensi-
dad moderada con abundantes organelas caracteristicas,
asi como numerosos melanosomas, con predominio en

Harding-Passey (Fig. 3a) y B16F10 de los maduros o -
estadios I y IV, asi como de frecuentes melanosomas ‘

aberrantes caracterizados por la irregularidad en la es-
tructura interna, con patrones laminar irregular, concén-
trico, granular y vesicular, e incluso en grumos gruesos.
Una caracteristica distintiva del B16F10 correspondia‘a
la frecuente observacién de complejos melanosémicos
de gran tamafio que estaban constituidos por numerosos
melanosomas en distintos estadios de maduracién, y a
las habituales alteraciones de ‘'su estructura interna que
los mostraban rodeados de membranas semejando fago-
lisosomas (Fig. 3c). i

En cuanto al comportamiento clinicobiolégico del
grupo' de animales dejados a su evolucidn, en las tres
lineas tumorales observamos que en el Harding-Passey
prendieron excepto en un caso, siendo palpables como
masas irregulares al dia 6 o 7 postimplante vy desde el
10-12 hacian prominencia sobre la superficie cutdnea,
alcanzando un didmetro de 4 a 5 c¢cm hacia el dia 30,
cuando la ulceracién cutinea ya era constante. .a muer-
te de los animales de este grupo ocurria entre 35 y 40
dias por caquexia y/o sepsis, observandose excepciona-
les metastasis pulmonares (s6lo en un raton) representa-
das pdr multiples nédulos de coloracién negra. En el
B16 prendieron el 100%, haciéndose palpables a los
cinco o seis dias, y producian progresivamente una pro-
mineﬁéia sobre la superficie cutdnea a partir de la

Tabla 2. Regresiones ajustadas y predicciones bara el dia 14.

Prediccién (14 dias)

Linea Regresion ‘ ‘ i
Y=In (1+peso) t=dias Estimacién D.t P |

: S — o e e ]

Harding-Passey Y=-0.6917+0.0899 t 0,57 10-4 o i
Bl16 Y=-1.0610+0,1415t 0,9 0-35 x|
BI6F10 ‘ ]

3,62 1,95

*p<0.01 al comparar B16 con B16F10.

*¥p<0.001 al comparar Harding-Passey con B16F10.
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Figura 2. Visién microscoépica del parénquima tumoral en las tres lineas de melanomas murinos: a) Harding-Passey, b) B16 y

¢) B16F10.

segunda semana, fijdndose a la piel y ulcerdndola. Los
animales morian entre los dias 25 y 30 postimplante,
por caquexia y/o sepsis, observandose también excep-
cionales metéstasis constituidas por muiltiples nédulos
pulmonares dispuestos al azar.

En el BI6F10 también prendian todos los tumores,
haciéndose palpables a partir del dia 4 0 5 con un creci-
miento répido, de modo que desde el dia 7 u 8 hacian
prominencia cutdnea y se ulceraban a partir de los dias
10 a 12. Al dfa 14 formaban grandes masas nodulares
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irregulares con frecuente extension hacia los territorios
adyacentes, e incluso invadian la articulacién de la pata
asi como la cavidad peritoneal, donde englobaban a dis-
tintos 6rganos (intestind, rinén, bazo, etc.) 'aunque sin
infiltrarlos. La mayoria de los animales morfa entre los
dias 14 y 15 postimplante, y las metédstasis eran fre-
cuentes en pulmones que presentaban miiltiples nédulos
de una intensa coloracién negra y distribucién al azar.

DISCUSION

En la Cétedra de Anatomia Patolégica de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Murcia disponemos de
tres lineas de melanomas murinos: en 1983 iniciamos
Harding-Passey (Vicente,; 1988), en 1984 B16 (Gémez
Zapata, 1987), y la variante mds agresiva de éste, la
B16F10, ha sido desarrollada recientemente. Hemos
mantenido las tres lineas a través de cultivos celulares y
mediante trasplantes sucesivos en ratones CS57Bl/6J
seguin el método de Geran (1972). Las lineas procedian
del Institute of Cancer Research de Londres, lo que nos
ha permitido conocer detalladamente sus caracteristicas
morfolégicas asi como su comportamiento clinicobiol6-
gico y evolutivo in vivo. ‘

Las tres lineas originan tumores facilmente trasplan-
tables mediante la inyeccion subcutanea de la suspen-
si6n en medio de cultivo de 10° células tumorales via-
bles, ya que el grado de prendimiento suele ser total,
como también se ha descrito en la mayoria de los traba-
jos publicados previamenté (Li, 1984; Kanclerz, 1‘986).
En nuestro estudio prendieron en todos los casos excep-
to en un ratén del grupo implantado con Harding-
Passey. Este método supera en resultados al ptilizado
anteriormente con mayor frecuencia, que consistia en
implantar fragmentos tumorales de 2 a 4 mm mediahte
trécar (Wosko, 1984), con el que no se superaba el 95%
de prendimientos y ademds mostraba el inconyeniente
afiadido de no poder conocer con exactitud el nimero
de células implantadas. o

De los tres modelos el Harding-Passey supone ‘el
tumor de crecimiento mds lento, como asf lo demuestra
el hecho de que presente los menores pesos medios y el
menor indice mitético y una supervivencia maﬂror para
los animales huéspedes. No-obstante, en nuestro.estudio
presentaba una tasa de crecimiento mayor qué en los
previos realizados por Maekawa (1970) y Surgiura
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(1984), en los que se hacian palpables dos semanas mas
tardq que en el nuestro (a la tercera semana) y alcanza-
ban los didmetros mayores (de 4 a 5 cm hacia el cuarto
mes). La muerte de 10s ratones ocurria hacia el quinto
mes. postimplante, mientras que los de nuestro estudio
no sobrevivian mas de 40 dias. También la capacidad
metastdsica era muy limitada en este tumor, pues las
metdstasis eran excepcionales y exclusivamente se lo-
calizaban en los pulmones.

El B16 muestra un crecimiento intermedio con pe-
sos tumorales de casi el doble que los del Harding-
Passey y un indice mitético ligeramente superior, asi
como una supervivencia de los ratones ligeramente in-
ferior, lo que coincide con las caracterfsticas descritas
previamente por Bertalanffy (1984) y en nuestro pais
por Lopez Bran en 1987. A diferencia de la linea ante-
rior, los tumores no solian ulcerarse y la coloracién era
en todos pardo-rojiza, con dreas lineales irregulares,
amarillentas y friables que correspondian a la necrosis
tumoral. En este aspecto, sin embargo, difiere de lo des-
crito por Wosko (1984), para quien los tumores B16 es-
taban intensamente pigmentados. No obstante, en nues-
tros casos, aunque macroscGpicamente no mostraban
pigmentacion, microscopicamente las técnicas argénticaé
presentaban pequefios granulos de melanina que delimi-
taban la membrana celular individualizando a cada mela-
nocito, lo que se correspondia con el predominio ultraes-
tructural de los melanosomas inmaduros tipos 1y II.

El B16F10 muestra la mayor capacidad de creci-
miento, los pesos medios de lositumores eran seis y cua-
tro veces mayores que los de Harding-Passey y B16,
respectivamente, con un indice mitético bastante mds
alto y:una supervivencia de los animales inferior a la
mitad de la de los anteriores. Macroscépicamente eran
masasimucho mas irregulares, con parcial encapsula-
cién y muiltiples extensiones irregulares hacia los teji-
dos adyacentes e incluso invasion peritoneal. Micros-
copicamente también mostraban mayor pleomorfismo
con ntcleos aberrantes y muiltiples dreas de necrosis, y
mayor grado de pigmentacion meldnica. Este pleomor-
fismo también lo observamos a nivel ultraestructural
con niicleos mds irregulares, destacando la presencia de
complejos melanosémicos mds frecuentes y de mayor
volumen que en las otras dos lineas y, sobre todo, cons-
tituidos por melanosomas de distinto grado de melani-
zacién y con alteraciones de la estructura interna como
los de los melanosomas individualizados. Estas altera-
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ciones han sido consideradas por distintos autores como
un signo ultraestructural de atipia melanocitica (Taka-
hasi, 1987; Rhodes, 1988; Langer, 1990; Vicente, 1995).

En conclusién, las tres lineas estudiadas constituyen
modelos experimentales idéneos para el estudio del
melanoma. No obstante, los tumores muestran un com-
portamiento biolégico distinto, con una capacidad pro-
liferativa variable, siendo el B16F10 el de mayor grado
de crecimiento, pues los pesos medios al dia 14 eran
seis y cuatro veces mayores que los de Harding-Passey
y B16, respectivamente, y mostraban una mayor agresi-
vidad local con invasién intraperitoneal, asi como
mayores indice mitdtico, pleomorfismo celular y abe-
rraciones melanosémicas. Ademads la baja superviven-
cia de los animales hace que sea un modelo ideal para
estudios cortos.
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