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RESUMEN

Objetivo: valorar la influencia de las distintas manipulaciones
experimentales en un modelo de carcinogénesis colica experimen-
tal con induccién farmacolégica en la rata.

Disefio experimental: se emplearon 90 ratas Sprague-Daw-
ley macho, divididas en tres grupos: no quirtrgico (n=30); quirtr-
gico con traumatismo célico (n=20), y quirtrgico con anastomosis
colocolica (n=40). La induccién carcinogénica se realiz6 con 1-2
dimetilhidrazina dihidrocloruro. Se identificaron los adenocarcino-
mas colicos y se determinaron numero de tumores, superficie tu-
moral y porcentaje de superficie tumoral. El analisis estadistico se
realizé con modelos ANOVA de comparacion de medias y con ta-
blas de contingencia Chi cuadrado.

Resultados: el nimero de tumores fue mayor en el grupo
quirargico que en el control, apareciendo preferentemente alre-
dedor del colon manipulado. La superficie y el porcentaje tu-
morales fueron mayores en el grupo quirtirgico que en el con-
trol, siendo mayores a su vez en el grupo con anastomosis
frente al grupo con traumatismo célico. Dentro de los grupos
con anastomosis, presenté mayor superficie y porcentaje tumo-
ral el grupo con adicién de titanio frente al grupo con material
reabsorbible.

Conclusiones: la manipulacion experimental del colon de la
rata aumenta la carcinogénesis colica farmacoldgicamente induci-
da. La creacion de una anastomosis provoca un mayor incremen-
to del proceso carcinogénico que la anastomosis simulada. Este
proceso se ve ademas favorecido por la cantidad de material de
sutura incluida en la anastomosis y por la naturaleza irreabsorbible
de los materiales implantados en la linea anastomotica.

Palabras clave: Cancer. Carcinogénesis. Colon. Anastomosis.
Rata.
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INTRODUCCION

El céncer colorrectal es el cdancer digestivo mas fre-
cuente en Europa Occidental y los Estados Unidos (1) y
la segunda causa de muerte en el mundo occidental (2).
En nuestro pais posee una incidencia de 20-30 casos por
100.000 habitantes y afo, siendo responsable del 20% de
las muertes por procesos malignos (3,4). El 70-80% de
los pacientes con cancer colorrectal serdan candidatos a ci-
rugia con finalidad curativa; en el 20-30% restante sélo
se podra realizar cirugia paliativa (5,6).

La recurrencia locorregional del cancer colorrectal es un
problema importante dentro de la recidiva global de la en-
fermedad neopldasica (7-10). Para las recidivas anastomoti-
cas tardias la explicacién mds adecuada parece ser la de la
carcinogénesis metacrona a nivel anastomoético. Esta sus-
ceptibilidad de la anastomosis para la aparicién de tumores
metacronos o recurrencia local parece deberse a la prolife-
racion celular aumentada en las criptas cdlicas en vecindad
de la anastomosis y al efecto irritante crénico de los mate-
riales de sutura empleados (11-14).

Es tal la importancia del tema que conviene tener mo-
delos experimentales de uso estandarizado que permita
valorar los resultados de distintas manipulaciones enca-
minadas a variar la historia natural de la recidiva locorre-
gional en el cancer colorrectal (15,16).

El objetivo del estudio es valorar cémo puede influir la
manipulacién cdlica experimental en un modelo de carci-



328 J. F. NOGUERA AGUILAR ET AL.

nogénesis colica farmacolégicamente inducida en la rata.
Se valora ademds cudles son las maniobras experimenta-
les que pueden tener mds influencia en este modelo de
carcinogénesis, si el traumatismo cdlico o la creacién de
una anastomosis colocdlica, valorando la influencia de la
cantidad de material y de la naturaleza de los materiales
de sutura en la carcinogénesis inducida.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon 90 ratas Sprague-Dawley macho (de Criffa,
Espafia), con un peso medio de 185 g. Fueron divididas en
tres grupos: no quirtirgico o control (n=30); quirdrgico con
traumatismo c6lico (n=20), y quirtirgico con anastomosis co-
locdlica (n=40). En este tltimo subgrupo podemos diferen-
ciar varios tipos de manipulacién al realizar la anastomosis:
con sutura continua (n=10), sutura discontinua (n=10), sutura
discontinua y adicién de material reabsorbible (n=10), y su-
tura discontinua y adicién de material irreabsorbible (n=10).

Para la anastomosis colocdlica se empleé material de
sutura no absorbible (polivinildifluoroetileno, monofilar
5/0, de Lorca-Marin, Espafia). Para la adicién de material
reabsorbible en la anastomosis colocélica se emplea-
ron 8§ mg de dcido poliglicélico de forma laminar en dos
fragmentos; mientras que para la adiciéon de material irre-
absorbible se emplearon 8 mg de titanio en forma fila-
mentosa, en dos fragmentos.

La induccién carcinogénica de las neoplasias coléni-
cas se realiz6 con 1-2 dimetilhidrazina dihidrocloruro
(Sigma-Aldrich, Espaia).

Condiciones dietéticas y ambientales

Las condiciones ambientales del estabulario fueron:
periodo luz/oscuridad de 12/12 horas; temperatura de 22
+ 2 °C, y humedad relativa del 60-70%. La dieta suminis-
trada fue dieta A.04 (Panlab, Espaiia).

Se cumplieron las directrices marcadas por el Real De-
creto 223/1998 y por la Directiva de la Unién Europea
86/609/CEE, sobre la proteccién de animales utilizados
para experimentacion.

Método anestésico

Se empled una solucién de ketamina, atropina y diace-
pam (50, 10, 40% respectivamente), administrado a razén
de 4 ml/kg por via intramuscular.

Método quirirgico

Se realiz6 laparotomia media de 3-4 cm de longitud en
la parte inferior del abdomen, identificando el lugar de
manipulacién célica a 4 cm del ano.

En el grupo con manipulacién cdlica se realiz6 trau-
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matismo cdlico en un grupo (n=20) y anastomosis colo-
cOlica término-terminal en el otro grupo (n=40).

El traumatismo cdlico consistié en el traumatismo de la
pared del colon simulando una anastomosis célica; se practi-
caba ocho pasadas equidistantes con la aguja e hilo con que
se confeccionaria la anastomosis, pasando por todo el espe-
sor de la pared cdlica, pero sin seccion célica ni abandono del
material de sutura en el colon. En el grupo con anastomosis
colocolica, se procedia a la seccion célica completa con pos-
terior sutura con material irreabsorbible de calibre 5/0. Se co-
locaban ocho puntos equidistantes y se comprobaba la estan-
queidad intraoperatoria de la anastomosis por via endoanal.

En los grupos en que se afiadia material adicional, reab-
sorbible (4cido poliglicdlico) o irreabsorbible (titanio), este
era incluido en forma de dos filamentos de 4 mg en las ca-
ras laterales al borde mesentérico, anclado en el punto de
sutura, quedando asi inmerso en la pared célica.

Induccién carcinogénica, seguimiento y sacrificio

Los tumores c6licos se indujeron con 1-2 dimetilhidrazi-
na dihidrocloruro (1-2 DMH, de Sigma-Aldrich, Espafia).
En el octavo dia del postoperatorio los animales recibieron
la primera de dieciocho inyecciones subcutdneas semanales
de 1-2DMH, a una dosis de 25 mg/kg de peso.

Los animales eran examinados semanalmente y todos
serian sacrificados en la semana 20 postoperatoria. El co-
lon fue dividido en dos piezas: el colon perianastomético
(1 cm por encima y debajo de la linea anastomdtica), y el
resto del colon. Las piezas fueron fijadas en formol al
10% para su examen histolégico.

Estudio de los tumores colicos

Se determinaron tres pardmetros: nimero de tumores,
superficie tumoral y porcentaje tumoral (porcentaje de
superficie célica ocupada por tejido tumoral). Sélo los
adenocarcinomas fueron incluidos en el estudio.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con el programa in-
formatico SPSS. El andlisis estadistico se realizé con mo-
delos ANOVA de comparacion de medias y con tablas de
contingencia Chi cuadrado. Para la comparaciéon de me-
dias con ANOVA se emple6 el ANOVA unifactorial con
test de LSD mas test de Scheffé o Bonferroni.

RESULTADOS
Mortalidad

La mortalidad global del estudio fue de 2 animales de
los 90 estudiados, pertenecientes al grupo con anastomo-

sis. Estos fallecimientos se debieron a cuadros oclusivos
intestinales por las neoplasias inducidas.
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Alteraciones al transito colico

Aparecieron alteraciones al transito digestivo por oclu-
sién célica en 3 animales (3,33%). Dos de ellos fallecie-
ron siendo realizado el estudio postmortem, y en un caso
se adelantd el sacrificio por oclusién célica. Los tumores
cOlicos anastomoticos fueron la causa de los cuadros obs-
tructivos.

Niumero de tumores

Se obtuvieron un total de 185 adenocarcinomas céli-
cos en los 90 animales (2,05 tumores por animal). En el
grupo sin intervencién quirdrgica aparecieron un total
de 25 tumores (X= 0,83 tumores por animal); en el gru-
po con traumatismo célico sin anastomosis se hallaron
44 tumores (X= 2,2), mientras que en el grupo con anas-
tomosis colica encontramos un total de 116 tumores c6-
licos (X= 2,9). Esta diferencia entre las medias de los
tumores en funcién del grupo de estudio fue significati-
va (Fig. 1, p<0,0005, ANOVA, test LSD y Bonferroni)

En cuanto a la localizacion de los tumores célicos, esta
fue variable en los distintos grupos. En los grupos sin in-
tervencion quirdrgica aparecieron el 64% de los tumores
en el colon proximal y en el grupo con traumatismo c6li-
co sin anastomosis se hallaron el 68,18% de los tumores
en el colon proximal.

Cuando se realizé anastomosis cdlica, aparecieron en
el area perianastomotica el 59,49% de los tumores.

Superficie tumoral

En el conjunto de los animales se obtuvieron 79,1 cm?
de superficie cdlica tumoral. En el grupo sin intervencién
quirdrgica aparecieron 9,13 cm?® (0,30 cm’ por animal),
mientras que en el grupo con traumatismo célico se obtu-
vieron 15,64 cm* (X=0,78 cm’ por animal) y en el grupo
con anastomosis colocdlica aparecieron 54,319 cm? con
una media de 1,36 cm’. Las diferencias entre el grupo
control y el grupo con anastomosis fueron relevantes
(p<0,001, ANOVA, test LSD y Scheffé), no siéndolo las
diferencias del control con el grupo con traumatismo c6-
lico (Fig. 2).

Si consideramos el drea perimanipulada (bien con
traumatismo c6lico o con anastomosis), en el grupo con
traumatismo cdlico se presento el 17,64% de la superficie
tumoral en esta zona del colon, mientras que en el grupo
con anastomosis célica el 62,06% de la superficie tumo-
ral asent6 en el drea perianastomatica.

En cuanto a las diferencias obtenidas en los subgrupos
con anastomosis en relacion al material de sutura, en el gru-
po con sutura continua la media fue de 0,9 cm’ por animal,
en el grupo con discontinua 1,7 cm?, en el grupo con titanio
2,2 cm’ y en el grupo con material reabsorbible 0,6 cm?
(Fig. 3, p<0,05, ANOVA, test LSD y Scheff¢).
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Porcentaje tumoral

Relacionando la superficie de tejido célico tumoral con la
superficie cdlica del animal, obtenemos el porcentaje tumo-
ral. En el grupo sin intervencion este porcentaje tumoral fue
del 2,99%, mientras que en el grupo con traumatismo cdlico
alcanz6 el 8,63%, llegando el porcentaje tumoral hasta el
23,54% en el grupo con anastomosis colocdlica. La diferen-
cia entre el grupo con anastomosis y el control fue significa-
tiva (Fig. 4, p<0,0005, ANOVA, test LSD y Scheff¢).

En el grupo con anastomosis c6lica, el drea perianasto-
mética presentd un 18,65% de tejido neopldsico, mien-
tras que en el grupo con traumatismo se obtuvo un 2,25%
de tejido tumoral en esta drea.

Considerando por separado al grupo con anastomosis co-
locdlica, el mayor porcentaje tumoral aparecié en el grupo
con titanio (39,8%), seguido por el grupo con sutura disconti-
nua (27,7%) y con sutura continua (15,2%), siendo el menor
porcentaje para el grupo con adicién de material reabsorbible
(11,1%) (Fig. 5, p<0,05, ANOVA, test LSD y Schefté).

Material de sutura en la linea anastomoética

En los grupos en que se realiz6 anastomosis colocdli-
ca, existi0 una relacidn positiva entre la longitud de sutu-
ra que quedaba incluida en la linea anastomotica y la su-
perficie y porcentaje tumoral hallados en el estudio
histol6gico. A mayor cantidad de material de sutura in-
cluido en la linea anastomdtica, aparecié mayor superfi-
cie y porcentaje tumoral cdlico.

Si consideramos el grupo con adicién de material reab-
sorbible en la linea anastomdtica, apreciamos que presen-
ta menos superficie y porcentaje tumoral que el resto de
grupos, mostrando una influencia protectora de este ma-
terial en la carcinogénesis.

Estudio histolégico

Excepto dos casos de adenocarcinoma en anillo de sello
(1,08%), el resto fueron adenocarcinomas no especificos.
Los adenocarcinomas fueron bien diferenciados en el
56,94% de los casos, moderadamente diferenciados en
35% y pobremente diferenciados en el 8,06% de los casos.
En cuanto al nivel de invasion, la mayoria alcanzaban la
submucosa (53,33%), siendo in situ el 30,00% y siendo in-
vasores mas alla de la submucosa en el 16,66%. Si relacio-
namos este nivel de invasion con los grupos de estudio, en-
contramos que los tumores son mas invasivos en el grupo
con anastomosis coélica que en el grupo control (p<0,05,
Chi cuadrado). Se aislaron un total de 320 ganglios epicé-
licos (3,5 ganglios por rata), albergando micrometdstasis
por adenocarcinoma 7 de ellos. Esto supone un 2,18% de
positividad para micrometdstasis en los ganglios totales
evaluados, y que el 3,78% de los adenocarcinomas evalua-
dos tenfan afectacién ganglionar epicdlica, todos ellos en
el grupo con anastomosis colocdlica.



330 J. F. NOGUERA AGUILAR ET AL.

DISCUSION

En el presente modelo experimental, la carcinogénesis
inducida experimentalmente no puede obedecer a fenome-
nos de metdstasis implantada en el drea manipulada, ni a
defectos de técnica quirtirgica, pues no se actia sobre una
neoplasia primaria preexistente. Todos los tumores célicos
inducidos experimentalmente en los animales obedecen a
un fenémeno de induccién y promocion carcinogénica de-
rivada del efecto de la 1-2 dimetilhidracina. Este efecto
serd mds intenso en unos grupos u otros en funcién de las
variables experimentales que se hayan realizado.

Analizamos una variedad de manipulaciones experi-
mentales frente al grupo control que nos servird para eva-
luar la influencia de la manipulacién célica en la carcino-
génesis inducida, bien de forma genérica (grupo quirdrgico
frente al control), o bien de forma especifica (anastomosis
frente a control y frente a traumatismo, y comparacion de
las distintas modalidades de anastomosis entre ellas).

Todas las complicaciones postoperatorias y la mortali-
dad en el estudio aparecieron en el grupo quirdrgico, y
mds concretamente en el grupo con anastomosis. Todas
ellas debidas a adenocarcinomas perianastomaticos. La
mortalidad global en el estudio fue de 2,22% y la apari-
cién de cuadros oclusivos intestinales fue de 3,33%.

La proliferacién neopldsica célica se evalud con tres
pardmetros; el nimero de tumores, la superficie de tejido
tumoral célico y el porcentaje de tejido tumoral. El nu-
mero es el menos fiable de los tres indicadores por la va-
riabilidad en el tamaiio de los tumores y en el tamafo del
colon del animal. La superficie tumoral se aproxima mds
a la cantidad de tejido neoplésico inducido, pero es el
porcentaje de tejido tumoral el pardmetro méas adecuado
para la cuantificaciéon del proceso carcinogénico, pues
evaluda la superficie tumoral en relacion al tamafio global
del colon de cada animal por separado.

El nimero de tumores célicos inducidos fue de 185 ade-
nocarcinomas. En el grupo con manipulacién experimental
aparecieron mayor nimero de tumores que en el control
(2,55 tumores por animal frente a 0,83). Esta mayor inci-
dencia en el nimero de tumores en el grupo intervenido
fue significativa. Al considerar el grupo control y los gru-
pos con traumatismo c6lico aislado y con anastomosis c6-
lica, las diferencias fueron también relevantes.

Apreciamos que la manipulacién célica experimental
aumenta el nimero de tumores inducidos farmacoldgica-
mente respecto al grupo control, y que la creacién de una
anastomosis colocdlica origina mds tumores que la anasto-
mosis simulada, provocando ademds un agrupamiento de
los tumores inducidos en el drea perianastomética. No se
vieron diferencias significativas en el nimero de tumores
entre los grupos con distintas modalidades de anastomosis.

Si atendemos a la superficie tumoral, observamos que
existe mayor superficie tumoral en el grupo con manipu-
lacién experimental que en el grupo control, diferencia
esta que es relevante. Al comparar los grupos control,
traumatismo coélico y anastomosis cdlica, las diferencias
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solo son valorables para el grupo con anastomosis res-
pecto al control. Al analizar las diferencias entre las dis-
tintas modalidades de anastomosis, s6lo encontramos di-
ferencias significativas entre los grupos con adicién de
titanio o de material reabsorbible.

Si la creacién de una anastomosis colocdlica fue la
manipulacién que originé mas superficie tumoral, la adi-
cién de material irreabsorbible en la linea de sutura con-
tribuye claramente en esta induccion.

En lo que respecta al porcentaje tumoral, vemos un
claro y significativo aumento en el porcentaje tumoral
colico en el grupo con manipulacién experimental frente
al control.

Si separamos los grupos intervenidos en grupo con
traumatismo y grupo con anastomosis y los comparamos
junto al grupo control, se obtiene idéntico resultado que
para la superficie tumoral; la creacién de la anastomosis
colica aumenta el porcentaje tumoral célico de manera
significativa frente al grupo control.

El grupo con anastomosis célica presenté diferencias
entre sus subgrupos, hallando mayor porcentaje tumoral en
el grupo con adicién de titanio (39,8%), seguido por los
grupos con sutura discontinua (27,7%), sutura continua
(15,2%) y adicién de reabsorbible (11,1%). Las diferencias
fueron significativas entre los grupos con adicién de mate-
rial reabsorbible frente al grupo con adicion de titanio.

Estas diferencias halladas vienen a reforzar que la can-
tidad de material incluido en linea de sutura influye en la
induccién y/o promocién de la carcinogénesis, y que este
fendmeno aumenta cuanto mayor sea el material irreab-
sorbible incluido en la anastomosis.

El estudio histoldgico de los tumores muestra diferen-
cias cuando valoramos el nivel de invasién de los adeno-
carcinomas. En el grupo con anastomosis los tumores son
mads invasivos que en el grupo control; al considerar por
separado las distintas modalidades de anastomosis c6li-
cas, no se apreci6 influencia en la invasion tumoral.

En relacién a la afectacién metastdsica ganglionar,
s6lo se hall6 invasion ganglionar de los ganglios epic6li-
cos en el grupo con anastomosis. Esto refuerza el hecho
de que la creacién de la anastomosis genera tumores mas
invasivos y agresivos que el traumatismo aislado o el
control sin intervencion quirudrgica.

Podemos concluir que la manipulacién experimental
del colon de la rata aumenta la carcinogénesis célica far-
macoldgicamente inducida, provocando la creacién de
una anastomosis colocdlica un mayor incremento del
proceso carcinogénico que la anastomosis simulada. Este
proceso de induccion y promocion neopldsica perianasto-
mética se ve ademds favorecido por la cantidad de mate-
rial de sutura incluido en la anastomosis y por la naturale-
za irreabsorbible de los materiales implantados en la
linea anastomdtica. Todas estas situaciones experimenta-
les pueden favorecer el proceso carcinogénico no sélo en
su intensidad, sino influyendo ademads en la naturaleza de
este proceso, induciendo tumores mds invasivos y con
mayor capacidad de provocar metdstasis ganglionares.
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