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RESUMEN

OBJETIVOS: Describir los principales problemas hallados por los autores en el desarrollo de un mode-
lo de tumor vesical murino.

METODOLOGIA: Se revisaron los principales aspectos de la eleccién del animal y de la provocacién de tumo-
res vesicales murinos. Adicionalmente, se analizo la relacion entre el tamanio de la vejiga, estimado por palpa-
cién, y el volumen obtenido tras el sacrificio y medida de las dimensiones vesicales. Finalmente, se establecie-
ron la especificidad y el valor predictivo positivo (VPP) del tacto abdominal en vejigas de tamano > 4 mm.

RESULTADOS: La provocacion de tumores vesicales en el animal de experimentacion de pequeno tamano
es sencilla y requiere de una logistica minima. En relacion a la estimacion de las dimensiones vesicales, el
coeficiente r entre los métodos utilizados por los autores para la estimacion del volumen vesical alcanzé 0,97
(r2 = 0,95). La especificidad y el VPP del tacto abdominal en vejigas de tamano > 4 mm, alcanzaron el 100%.

CONCLUSIONES: Las manipulaciones del raton C57BL/6 requieren de un brevisimo periodo de entre-
namiento. El tacto abdominal permite extrapolar el tamarno de la vejiga y seleccionar los animales con tumor
cuando el tamano vesical estimado es igual o superior a 4 mm.

ABSTRACT

OBJECTIVES: To describe the problems found by the authors with a murine vesical tumour model.

METHODOLOGY: Review of the primary aspects of the choice of animal and challenge of murine vesical
tumours. Also, analysis of the relationship between bladder size, estimated by palpation, and volume obtai-
ned after death of animals and measurement of bladder dimensions. Finally, establishment of specificity
and positive predictive value (PPV) of the abdominal examination in bladders with size > 4 mm.

RESULTS: Vesical tumours challenging in small-sized experimental animals is simple and requires mini-
mum logistics. With regard to estimate of vesical dimensions, the r coefficient between the methods used
by the authors to assess vesical volume reached 0.97 (r2 = 0.95). Specificity and PPV of abdominal digital
examination in bladders > 4 mm reached 100%.

CONCLUSIONS: Handling of C57BL/6 mice requires very short training periods. Abdominal digital exa-
mination allows to extrapolate size of the bladder and to select tumour-bearing animals when the estima-
ted vesical size is equal to or greater than 4 mm.
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Hoy en dia, la terapéutica y la medicina pre-
ventiva parecen incapaces de generar cam-
bios sustanciales en la historia natural de muchos
padecimientos. En tales circunstancias, el anali-
sis de los principios mas elementales de la enfer-
medad representa una auténtica necesidad. En
ese terreno, los modelos animales constituyen una
pieza clave.

Las lineas que siguen detallan los principales
problemas -y sus soluciones-, hallados por los
autores en el desarrollo de un modelo animal de
cancer de vejiga.

METODOLOGIA

1. ELECCION DEL ANIMAL

Durante décadas, la experimentaciéon animal
se ha basado en el empleo de animales de media-
no-gran tamano en un afan por reproducir de la
manera mas fiel posible los rasgos de la especie
humana. En el momento presente, sin embargo,
existe una tendencia creciente al empleo de espe-
cies de menor tamarno, en particular en el campo
de la biologia molecular. Los roedores -ratas y
ratones-, representan uno de los modelos anima-
les mas apropiados para la investigacion: se repro-
ducen con facilidad, requieren pocos cuidados -lo
que abarata sensiblemente los experimentos a
gran escala- y pueden ser sometidos a grandes
manipulaciones a nivel molecular!. Existen innu-
merables especies murinas ttiles para la experi-
mentacion; el ratén C57BL/6 (B6, en su denomi-
nacion internacional) -el utilizado por los autores-
es una de ellas (Fig. 1). Desarrollado en los
Estados Unidos de Norte América en 1921 tras
cruzar la hembra numero 57 con el macho nume-
ro 52 de un centro de cria comercial de animales,

Figura 1. El ratén C57BL/6.
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en 1948 se introdujo entre los animales de expe-
rimentacién de los laboratorios Jackson. Los ani-
males de uso mas generalizado en Europa -provi-
nientes, en su mayoria, de los laboratorios IFFA-
CREDO (Francia)-, descienden de la 1402 genera-
cion desde la pareja original.

El raton B6 es un pequeno animal (6-8 cm de
longitud, segun la edad y el sexo), vigoroso, de
pelo y ojos negros, cuya cola se encuentra algo
despigmentada adoptando un color rosa palido.
Algunos especimenes desarrollan areas mas o
menos despigmentadas. Sus extremidades son
delicadas y su crecimiento muy limitado. El perio-
do de gestacion es de aproximadamente 9 sema-
nas. El peso de la hembra adulta -la que emple-
an los autores en sus experimentos-, se sitia en
torno a los 20 g.

Los roedores son omnivoros, lo que los convierte
en un sustrato muy valioso a la hora de analizar el
efecto de los componentes de la dieta sobre el meta-
bolismo y la carcinogénesis. Hasta la fecha, el raton
B6 ha sido utilizado para infinidad de estudios rela-
cionados con la obesidad y la diabetes, y con la explo-
racion de mutaciones genéticas y aspectos basicos
dela oncologia®*“. Se ha convertido en la cepa de refe-
rencia para las comparaciones en areas como el cul-
tivo celular, la polucién atmosférica, la hematologia
y la terapia antineoplasica®7. Entre los roedores, €l
ratén B6 representa el mejor modelo para el estudio
de la prostatitis no bacteriana®®.

En relacion a la estabulacion, habitualmente
se lleva a cabo en cajas con capacidad para 5-10
ratones (Fig. 2), con libre acceso a pienso y agua.

Figura 2. La estabulacién de los animales no plantea pro-
blemas significativos. En la experiencia de los autores,
puede prescindirse del aislamiento aéreo, aunque el ais-
lamiento cutdneo es recomendable. Cada una de las cajas
que aparecen en la fotografia alberga 5 animales.
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El escaso consumo de los animales intactos per-
mite espaciar su mantenimiento no menos de 4-
7 dias. La temperatura ambiental debe ser cons-
tante (222 C) como medio de evitar las estacio-
nes. Por el mismo motivo, la iluminaciéon ha de
mantenerse durante 12 horas al dia. El pesebre
se sustituye 1-2 veces por semana. Probable-
mente como consecuencia de la atmésfera seca,
los cadaveres que pasan desapercibidos sufren
un rapido proceso de momificacién. Eso, unido
a la tendencia a la antropofagia de los ratones
estabulados, obliga a un seguimiento diario de
los animales susceptibles de morir. Las agresio-
nes son comunes; no es infrecuente encontrar
animales con mutilaciones en sus pabellones
auriculares o miembros (Figs. 3 y 4). Cuando en
una jaula se identifica un tnico animal no lesio-
nado, la solucion es sencilla: aislarlo; es el tiinico
agresor. No resulta sencillo, por el contrario,
identificar a mas de un agresor. No obstante,
resulta sorprendente la resistencia de los ani-
males a ese tipo de lesiones. La piel de los miem-
bros llega a recubrir por completo los extremos
6seos como si de una amputacién quirdrgica se
tratara. En la experiencia de los autores, ni uno
solo de los animales muri6é por esa causa.
Probablemente, el hacinamiento potencia esas
conductas. La observacion meticulosa de las
condiciones de estabulacién debe minimizar
esos sucesos. En lineas generales, los animales
deben ser mantenidos en el animalario segun las
normas dictadas en el Real Decreto 223/88 de
14-3-88 del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion.

Figura 3. El pabellén auricular aparece parcialmente
amputado como consecuencia de una agresion.
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Figura 4. Producto de una agresion, el tercio distal del
miembro superior derecho ha desaparecido. Sorprendente-
mente, las lesiones cursan en ausencia casi total de signos
inflamatorios, y los extremos de los miembros resultan recu-
biertos por piel como si se tratara de una auténtica ampu-
tacion quirurgica reglada.

Cuando se planean estudios sobre el tracto
urinario inferior, debe quedar expresamente
garantizada la ausencia de parasitos en esa
localizacion (como el Trichosomides crassicau-
da), cuya presencia puede mimetizar tumores
del tracto urinario. Los suministradores certifi-
can rutinariamente el estado de salud de los
ratones.

Por definicién, el contagio humano a partir de
tumores animales es imposible. No obstante, es
prudente utilizar gafas de protecciéon y guantes en
cualquier contacto con los animales: de modo sis-
tematico, orinan y defecan ante la menor mani-
pulacion.
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2. METODOS PARA LA OBTENCION DE
TUMORES VESICALES EN ROEDORES

Una de las estrategias pioneras en la provoca-
cion de tumores vesicales murinos ortotopicos es
la descrita por deKernion y cols. en el desarrollo
de su modelo MBT-2 (Mouse Bladder Tumor-2)1°:
la administracion oral de un potente carcinoégeno
vesical (el N-[4-(5-nitro-2-furil)-2-tiazolil]-forma-
nida, FANFT) da lugar a tumores vesicales en el
80-90% de los ratones C3H/He tratados. Los
tumores que se obtienen son de una elevada
malignidad y exhiben la apariencia histolégica de
un carcinoma de células transicionales pobre-
mente diferenciado, que en sus rasgos macro y
microscopicos se asemeja considerablemente a
las variedades humanas. La linea celular MBT-2
se considera un modelo util dado que los hallaz-
gos terapéuticos alcanzados a nivel experimental
han tenido su contrapartida en el cancer vesical
humano!!-12,

El pretratamiento de la vejiga con otro produc-
to téxico -el N-metil-N-nitrosourea (MNU)- deter-
mina la denudacién y ulceracion de la mucosa
vesical, lo que favorece la implantacion de los
tumores!314, El principal problema de este mode-
lo radica en que la mayoria de los tumores que se
obtienen alcanzan el exterior de la vejiga. Ademas,
los ratones deben ser sometidos a 3 inoculaciones
de MNU -y otras tantas anestesias-, lo que eleva
considerablemente la tasa de mortalidad periope-
ratoria. Finalmente, el MNU es un producto ines-
table en solucion, lo que afiade gastos y proble-
mas técnicos a los ya existentes!S.

La exposicién de cultivos celulares vesicales de
ratones B6 al carcinégeno 7, 12-dimetilbenz[a]
antraceno por espacio de 24 horas da lugar a una
transformacion celular neoplasica conocida como
MB-493. Las células transformadas -grandes y fre-
cuentemente binucleadas- tienden a formar acu-
mulos poligonales. Es habitual la presencia de
vesiculas citoplasmicas de contenido lipidico. La
inyecciéon subcutanea de células MB-49 provoca
la aparicion de tumores uroteliales soélidos y de
células fusiformes, aunque en ocasiones se detec-
tan areas de adenocarcinoma o de tumor bien dife-
renciado. Otros tumores contienen areas mas
anaplasicas intimamente relacionadas con acu-
mulos de células fusiformes, morfolégicamente
indistinguibles de los sarcomas.
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Otro potente carcinégeno, la N-n-Butil-N-
butan-r-ol-nitrosamina (BBN), anadido a la dieta
de los ratones C3H, provoca tumores vesicales en
2 meses!6.

La implantacion de tumores previa cauteriza-
cién de la vejiga reproduce de modo fiel los suce-
sos que tienen lugar en el curso de la reseccion
transuretral de los tumores vesicales. En su des-
cripcion originall?, la técnica incluia el cateteris-
mo vesical con catéteres de polietileno artesana-
les: su extremo debia ser recortado para adaptar-
se a las dimensiones de la vejiga murina, lo que
daba lugar a un extremo excesivamente vivo. En
consecuencia, las lesiones vesicales -perforacion
incluida- y uretrales resultaban demasiado fre-
cuentes!®. Las modificaciones a la técnica anterior
han perseguido minimizar los riesgos de perfora-
cion y extravesicalizacion de los tumores!®18, El
empleo de catéteres de Teflon (Fig. 5) -material con
mayor biocompatibilidad que el polietileno- y la
electrocauterizacién-inoculacion de la vejiga en
una misma maniobra han limitado considerable-
mente esos problemas. Este es el método utiliza-
do por los autores (con minimas modificaciones)
para la provocacion de tumores vesicales MB-49
en ratones. Brevemente, previa inmovilizacion, los
animales son sometidos a anestesia general
mediante inyeccion intraperitoneal de una mezcla
de ketamina (0,5 ml) y diazepam (0,4 ml), a la dosis

Figura 5. De izquierda a derecha de la fotografia: canula
de venoclisis calibre 26 utilizada para el cateterismo vesi-
cal. Galga de acero inoxidable con conexion Luer cuya
mision serd la de actuar como electrodo en la electrocoa-
gulacion de la vejiga. Una vez introducida a través de la
cdnula y adaptada adecuadamente, sobresale 0,5 mm,
longitud suficiente para permitir una adecuada fulgura-
cion de la mucosa vesical. A la derecha, pinza de micro-
cirugia.
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de 1,6 nl/gr de peso animal. El modo de inmovili-
zar al animal es sujetar fuertemente ambas orejas
y la piel de la region occipital entre los dedos indi-
cey pulgar de la mano no dominante, mientras los
dedos anular y menique de la misma mano suje-
tan la cola. De este modo, queda expuesto el abdo-
men (Fig. 6). Con las maniobras de inmovilizacién
los animales orinan, lo que evita tener que vaciar
la vejiga. Una vez anestesiados, son asegurados
sobre una placa metalica (toma de tierra) en decu-
bito supino. Acto seguido, se procede a cateterizar
la vejiga con un catéter de teflon de calibre 26
(Vasculon Plus, 26G, BOC Ohmeda AB,
Helsinborg, Sweden) y 1,6 cm de longitud con
conexion Luer. La uretra no es visible sin lentes de
aumento. No obstante, el meato uretral es facil-
mente identificable (Fig. 7). Una vez empuntado el
catéter es solo cuestion de delicadeza localizar el

Figura 6. Anestesia intraperitoneal. Un modo de inmovili-
zar al animal es sujetar fuertemente ambas orejas y la piel
de la region occipital entre los dedos indice y pulgar de la
mano no dominante, mientras los dedos anular y mernique
de la misma mano sujetan firmemente la cola y ejercen una
discreta traccién. Queda asi expuesto el abdomen. La inyec-
cion intraperitoneal con aguja de insulina es sencilla.
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Figura 7. Técnica de cateterismo uretral. Con la ayuda de
un microscopio -y a simple vista, con la prdctica- es posi-
ble identificar el meato uretral. Este se encuentra bajo el
reborde superior de la vulva, cubierto por un capuchon
cutdneo. En su porcién mads distal, la uretra tiene un tra-
yecto paralelo a la cara anterior de la vagina.
Posteriormente, gira bruscamente en direccion cefdlica.
Es en ese punto -a 4-5 mm del meato- donde se produce el
mayor numero de accidentes en el curso de la cateteriza-
cion. En la imagen, la pinza tracciona del meato mientras
la canula comienza a deslizarse a través de la uretra.

trayecto uretral. Las maniobras en este momento
deben ser extremadamente cuidadosas, dado que
la perforacién se produce con una extraordinaria
facilidad. El empleo del microscopio operador sim-
plifica notablemente las maniobras. Una vez cate-
terizada la vejiga, se bascula el catéter de modo
que su pabellon se aloje entre las extremidades
inferiores del animal (Fig. 8). En ese momento, se
desliza un electrodo inoxidable a su través permi-
tiendo que protrulla 0,5 mm, aplicando la menor
corriente posible por espacio de 3/4 de segundo (1
pulso de 1 watio durante 1 segundo, en la des-
cripcion original)l”. Tras retirar caudalmente 5
mm el conjunto catéter-electrodo, se procede a
cauterizar la vejiga por segunda vez con idéntica
intensidad y duracion. Inmediatamente después,
se inyectan 2,5 x 10% células en 100 ul de medio
DMEM. Al extraer el catéter, se mantiene una muy
discreta presion en el meato uretral para evitar la
salida inmediata del inoculado. La presion se reti-
ra a los 2 segundos y se permite que el inoculado
se vierta al exterior. Cuando el tumor se desarro-
lla, aparece hematuria a la semana (Fig. 9), y la
vejiga -no palpable en condiciones normales- se
identifica a partir de la segunda semana (Fig. 10).
Antes de proceder a la implantacion, conviene
tener presente que la viabilidad de las células es
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Figura 8. El animal anestesiado se encuentra inmoviliza-
do en dectibito supino. Sobrepasados los primeros mili-
metros de uretra, la canula ha sido basculada hasta
situarla entre los miembros inferiores. Inmediatamente
después, se procede a deslizar el electrodo a través de la
canula. Acto seguido, y sin ejercer la menor presion sobre
el conjunto cdnula-electrodo, se procede a la electrocoa-
gulacion de la vejiga.

limitada (2-3 horas en tubo de centrifuga). Por ello,
debe limitarse el niimero de inoculaciones en fun-
cion de las previsiones de trabajo del investigador.

3. ¢(IMPLANTACION ORTOTOPICA O
HETEROTOPICA?

Es un hecho reconocido el que el sitio de
implantacién tumoral puede influir en gran medi-
da en las caracteristicas y comportamiento biol6-
gico de los tumores; la implantacion ortotépica -

vesical- proporciona un modelo mas preciso
para observar el comportamiento de los tumores
in vivo!®. Si el experimento incluye la valoracion
del efecto de agentes antitumorales (como el BCG),
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el lugar de implantaciéon tumoral juega un papel
determinante: esta demostrado que la respuesta
inflamatoria granulomatosa es 6rgano-dependien-
te2921, variando la actividad inflamatoria de los
mononucleares en funciéon del érgano afectado.
Ademas, las células de tumor murino MBT-2 en
inyeccion intradérmica o subcutanea crecen len-
tamente, y metastatizan pobremente?2. No obs-
tante, otras células -como MB-49- crecen muy
rapidamente cuando son inoculadas fuera de la
vejiga. El punto ideal para la inyeccion es el dorso,
proximo a la raiz del miembro inferior derecho. La
inoculacion no plantea problemas de importancia,
siempre que se sujete al animal firmemente por la
cola. Esa maniobra tiene lugar en condiciones de
pseudoasepsia, teniendo presente que varios rato-
nes son inoculados con la misma jeringa. No
encontrandose sueros involucrados en los proce-
dimientos, no es esencial el cambio de material
para inyeccion.

En resumen, la inoculacién intravesical da
lugar a tumores de crecimiento rapido, con exten-
sas metastasis pulmonares, lo que proporciona un
modelo mucho mas similar al cancer vesical
metastasico humano.

Como contrapartida, la utilizacion de mode-
los de tumor vesical ortotépico plantea algunas
dificultades: entre otras, los métodos semiobje-
tivos de evaluacion del tamano vesical por pal-
pacién pueden resultar excesivamente subjeti-
vos?2. Ademas, los sistemas propuestos para la
estimacion de los volumenes de algunos tumo-
res exigen la determinacion de dos dimensio-
nes?3; en el caso de los tumores vesicales orto-
topicos, la determinacion de la dimension longi-
tudinal puede resultar complicada al ser la veji-
ga un organo retropubico.

En una reciente experiencia (observacion per-
sonal, datos no publicados) sobre 15 ratones B6
con tumores vesicales ortotopicos, los autores tra-
taron de establecer la correlacion entre el tamano
estimado por palpacién vesical transabdominal a
las tres semanas de la inoculacion, y el volumen
obtenido tras el sacrificio del animal y la mediciéon
de las dimensiones vesicales mediante un calibre
de Vernier. Previa inmovilizacion del ratén (Fig. 10)
se estimaron las dos primeras dimensiones de la
vejiga. Acto seguido, se extrajo la vejiga y se midie-
ron los diametros longitudinal, transversal y ante-
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Figura 9. Uno de los primeros signos de implantacién
tumoral es la apariciéon de hematuria. Dado que los ani-
males orinan al menor estimulo, la comprobacién del
aspecto de la orina no representa ningun problema.

roposterior. La aplicacién de la férmula (a x
b?)/ 223, donde a es la mayor de las dimensiones
estimadas al tacto, y b la menor, permitié una
estimacion del volumen vesical a partir de la
medicion manual. La misma férmula fue aplica-
da a las dimensiones obtenidas a partir de la
medicién con calibre. Acto seguido, se determi-
naron los coeficientes de correlaciéon (r) y de
regresion (r?) entre los dos métodos. Finalmente,
se establecieron la especificidad y el valor pre-
dictivo positivo (VPP) del tacto abdominal en veji-
gas de tamano igual o superior a 4 mm. El coefi-
ciente r entre ambos métodos de medida alcanzo
0,97 (r2 = 0,95), p = 0,001. La ecuacion que rela-
cion6 ambos métodos fue VVE = 1,6262 + 0,26075
x VVM, donde VVE = volumen vesical estimado
mediante tacto abdominal, y VVM = volumen
vesical obtenido a partir de las mediciones con
calibre. La especificidad y el VPP del tacto abdo-
minal en vejigas de tamarno igual o superior a 4
mm, alcanzaron el 100%.
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Recientemente, se ha empleado con éxito la
resonancia magnética nuclear para la medicion
del volumen prostatico en ratones con cancer de
prostata??, Por tanto, la determinacion precisa del
tamarno de los tumores vesicales en animales es
ya posible. De cualquier modo, si las dimensiones
exactas no resultan cruciales para los experimen-
tos -como no lo son en el proyecto de los autores-
, el tacto vesical transabdominal representa un
instrumento de trabajo util y barato.

4. INOCULACION DE QUIMIOTERAPICOS
El tinico detalle diferencial con respecto a los pro-
cedimientos de inoculaciéon tumoral transuretral

Figura 10. Para la palpacion transabdominal es nece-
sario inmovilizar correctamente al animal. La técnica es
la ya descrita para la anestesia. Con independencia del
tamariio de los tumores, es sencillo identificar el reborde
del pubis. En condiciones normales, la vejiga -situada
tras el hueso piibico- no es palpable. No obstante, en oca-
siones es posible palpar vejigas ligeramente distendidas.
Antes de extraer ninguna conclusion respecto al tamaiio
de la vejiga, conviene masajear ligeramente la region
suprapubica para estimular la total evacuacion de orina
de la vejiga.
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Figura 11. Sacrificio. En decuibito prono, la mano no domi-
nante sujeta firmemente la region cervical en tanto la
mano dominante tracciona de la cola. La muerte se pro-
duce de modo instantdaneo.

estriba en el tiempo durante el cual el quimiote-
rapico debe permanecer en contacto con la vejiga.
Dado que debe hacerlo por espacio de 30 minutos,
la uretra debe ser ocluida. A ese fin, antes de reti-
rar el catéter se anuda la uretra con un hilo de
seda de 3-0.

5. ¢ CULTIVO CELULAR O LINEA CELULAR
TRANSPLANTABLE?

Los cultivos celulares constituyen un aspecto
crucial a la hora de iniciar un programa como el
que desarrollan los autores; la disponibilidad es
inmediata y la independencia de terceros es total.
No obstante, la logistica que implica el manteni-
miento de una linea celular no es despreciable.
Una alternativa al cultivo celular la constituye el
mantenimiento de una linea celular en forma de
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Figura 12a. Laparotomia a las 24 horas de la inoculacion
tras fallecimiento por perforacién vesical y obstruccion
intestinal. La flecha negra seriala la vejiga. La flecha ama-
rilla destaca la per.foracion vesical. Por lo demas, el aspec-
to de la vejiga es el fisiologico. Las asas intestinales se
hallan intensamente dilatadas y con aspecto necrotico en
algunas zonas. Existe abundante liquido libre intraperi-
toneal de aspecto hemorrdgico.

Figura 12b. En la fotografia -obtenida tras el sacrificio del
animal a las tres semanas de la inoculacion- se aprecia la
vejiga (flecha negra) congestiva y turgente, mayoritaria-
mente ocupada por tumor. Las flechas blancas sefialan los
uréteres dilatados.

Figura 12c. Secciones de una vejiga a las dos semanas de
la inoculacién tumoral. Crecimiento tumoral endofitico.
En general, hasta las tres semanas los tumores se hallan
en fase intravesical, representando un excelente modelo
para el estudio de la enfermedad localmente avanzada.
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tumores transplantables en ratones. Como ya se ha
mencionado, la inyeccion de células de tumores
murinos en el dorso del ratén B6 da lugar al desa-
rrollo de un tumor en 2-6 semanas, dependiendo
del tipo celular. Cuando ha adquirido un tamano
proximo a un centimetro de didmetro el tumor esta
listo para la manipulacion. Debe evitarse el sobre-
crecimiento dado que cuanto mas grande es el
tumor, mayor es el volumen de tejido necrético. En
esas circunstancias, debe transferirse a un nuevo
animal elaborando previamente una suspension
celular para implantacién. El tumor, triturado fina-
mente (con tijeras), es depositado en una placa de
Petri en una solucién de RPMI (20 ml), hialuroni-
dasa (1 mg/ml, 5 ml) y colagenasa (1 mg/ml, 5 ml).
En esta solucién se mantiene por espacio de 1 hora
mientras se agita suavemente (movimiento orbital).
De manera progresiva, se va produciendo una
digestion de los tejidos que libera las células.
Inmediatamente, se elimina el sobrenadante
mediante succion. Acto seguido, se procede a la
digestion con una solucion de proteasa al 1,25% en
10 ml de DMEM. En condiciones normales, la diges-
tién se produce en 20-30 minutos. En ese momen-
to, la solucién adquiere un aspecto mas denso debi-
do a la alta celularidad. Ese sobrenadante -solucion
de proteasa y células-, se recupera en un tubo de
centrifugacién de 50 ml y se centrifuga durante 10
minutos. Tras eliminar el sobrenadante, se anaden
10 ml de DMEM muy suavemente (sin alterar el
pellet celular que descansa en el fondo del tubo de
centrifugacion) y II-III gotas de DNasa comercial al
0,2%. El tubo debe descansar en una gradilla
durante 3 minutos. Inmediatamente, se agita en
agitador mecanico por espacio de unos segundos y
se anade DMEM hasta completar la capacidad del
tubo. De esa suspension se trasladan 20 ml a otro
tubo donde se vuelven a anadir 30 ml de DMEM.
Finalmente, se toma 1 ml de esa nueva suspension,
mezclandolo con otros 20 ml de DMEM. Queda asi
preparada la suspension celular para implantacion
tumoral. La viabilidad tumoral debe ser comproba-
da mediante exclusion con trypan-blue. Entonces,
la suspension celular se recupera con una jeringay
se inyecta directamente en el dorso de otro ratén.
Los tumores que se desarrollan tras el trasplante lo
hacen mas rapidamente que los obtenidos inicial-
mente tras implantaciéon de células mantenidas en
cultivo celular.
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6. SACRIFICIO

Los laboratorios eficientes sacrifican los ani-
males tan pronto como éstos han cumplido su
mision. Asi, se abaratan costes y se minimizan
los errores por masificaciéon de la poblacion. Una
opcion barata, indolora y rapida para el sacrifi-
cio de pequenos roedores es la dislocacion cer-
vical. Para ello, se dispone al animal en decubi-
to prono. El dedo pulgar de la mano no domi-
nante se situa transversalmente sobre la region
cervical ejerciendo una moderada presion, en
tanto la mano dominante tracciona firmemente
de la cola hasta conseguir la dislocacion cervi-
cal (Fig. 11).

Los animales deben ser considerados como
material biocontaminante y eliminados como tal
mediante incineracion.

7. PREPARACION DE ESPECIMENES PARA
ANALISIS MORFOLOGICO Y OTRAS
DETERMINACIONES

Para el estudio de especimenes de vejiga, la cis-

tectomia tiene lugar a través de una laparotomia
infraumbilical. Tras practicar una pequena inci-
sion transversal, la apertura es ampliada median-
te traccion longitudinal hasta conseguir un abor-
daje amplio (Fig. 12). Esa via, expone la cavidad
peritoneal. Mediante una pequena incision se
accede al espacio prevesical. La cistectomia no
representa el menor problema, teniendo presente
que la vejiga no distendida no supera los 0,3 cm
de diametro. En funcién de las necesidades, la
vejiga puede ser fijada en formol tamponado al
10% para inclusion en parafina, ser congelada a -
70° C en N20 para determinaciones inmunohisto-
quimicas... Cuando se pretende obtener informa-
cion sobre especimenes previamente radiomarca-
dos, deben ser sometidos a un triturado meticu-
loso con el fin de obtener una suspensién homo-
génea.

COMENTARIOS
Las manipulaciones del animal de experimen-
tacion de pequeno tamano (como el raton
C57BL/6) son sencillas y requieren un brevisimo
periodo de entrenamiento. Su mantenimiento es
barato y no plantea el mas minimo problema
logistico.



ALGUNOS DETALLES EN LA PUESTA A PUNTO DE UN MODELO ANIMAL DE TUMOR VESICAL

Cuando se utiliza la técnica de electrocoagula-

cion transuretral para la provocacion de tumores
vesicales, existe una curva de aprendizaje. No obs-
tante, la tasa de implantacion y la morbimortali-
dad dependen directamente del tamano del ino6-
culo y de la longitud de los electrodos empleados,
respectivamente.
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