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El desarrollo de modelos tumorales isogénicos (0 singénicos) frente al uso de lineas celulares de otras
especies, presenta como principal ventaja el uso de animales inmunocompetentes. Esto permite
estudiar la evolucion tumoral y su respuesta a terapias en el contexto de un sistema inmune
completamente funcional. Los métodos convencionales para la determinacion del tamafio tumoral,
basados en el uso de calibres, tienen baja sensibilidad, poca reproducibilidad y alta variabilidad,
siendo necesario el uso de un gran nimero de animales para la obtencién de resultados
estadisticamente validos. Por otra parte, la ecografia Doppler ha sido extensamente usada para analizar
vascularizacion en tumores humanos. En particular, el modo “power” Doppler es un método
especifico para medir el flujo sanguineo con una alta sensibilidad®. Todo esto fundamenta claramente
su utilidad como técnica complementaria de alta complejidad en la ejecucion de ensayos preclinicos
que impliquen el analisis de la respuesta tumoral a diferentes tratamientos®. Ademas, esta herramienta
permite refinar las técnicas en el uso de los animales de laboratorio ya que facilita la obtencién de
mayor informacion con un bajo nivel de estrés en los animales. El objetivo del presente trabajo fue
determinar la utilidad de la ecografia Doppler en un modelo de desarrollo tumoral isogénico en
ratones. Para ello se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/cCmedc (n=10 por linea celular), los
cuales fueron mantenidos en racks microventilados durante todo el desarrollo de la experiencia, en
condiciones de temperatura y humedad controladas y con alimentacion ad-libitum con balanceado
comercial. Las lineas celulares fueron obtenidas del Laboratorio de Oncologia Molecular,
Universidad Nacional de Quilmes (UNQ) y mantenidas y amplificadas en el Area de Ensayos In Vitro
del CMC. La linea F3Il (carcinoma mamario murino) fue crecida en monocapa en medio de
cultivo DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5%, glutamina 2 mM vy antibiético-
antimicético. La linea CT26 (carcinoma de colon murino) fue crecida en monocapa en medio de
cultivo RPMI suplementado con SFB al 10% vy antibidtico-antimicotico. Ambas lineas celulares
fueron cultivadas hasta confluencia en frasco T en condiciones de temperatura (37°C), humedad y
atmésfera (CO, al 5%) controladas. Las monocapas de células confluentes fueron disgregadas
mediante tratamiento con tripsina y contadas en cdmara de Newbauer con azul de Tripan. Las células
fueron centrifugadas y resuspendidas en medio de cultivo libre de SFB ajustando la concentracion de
células. Los animales fueron inoculados por via subcutanea en el tercio medio del flanco derecho, con
una suspension de 2x10° células de las lineas tumorales F311 o CT26. El estado de salud general de los
animales fue evaluado diariamente durante todo el experimento. La implantacion y el desarrollo de los
tumores fueron evaluados semanalmente utilizando un ecografo Doppler color (Z6 Vet, Mindray,
China) acoplado a un transductor lineal de 8.0-14 MHz (L14-6P, Mindray). En todos los casos se
realiz6 la medicion de los tumores mediante un barrido en planos transversales y longitudinales
sagitales de la zona de inoculacion, en modo B en tiempo real, obteniéndose valores de diametro y
volumen de los mismos. Luego se analiz6 la intensidad del flujo sanguineo en la region tumoral
mediante la funcion “power Doppler”. Todas las mediciones en dicha funcion fueron tomadas
considerando un 46% ganancia, 400-Hz de filtro de pared y 1,8 k de frecuencia de repeticion de
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pulsos?. Los archivos se almacenaron en formato de video lo que permite posteriormente realizar las
mediciones a través del software predeterminado en el equipo y/o de herramientas de anélisis tales
como ImageJ 1.52 o Image Pro Plus. Como resultado de este estudio podemos destacar que fue posible
detectar el desarrollo de los tumores a partir de la primera semana post-inoculacion, con diametros
entre 0,17 + 0,01 cm y 0,46 + 0,09 cm. Los tumores presentaban una ecogenicidad homogénea,
hipoecoica relativa, con zonas hiperecoicas focales a multifocales en el parénquima. A medida que los
tumores aumentaban en tamafio y volumen, se apreciaron zonas anecéicas focales en el interior de los
mismos, pudiendo deberse a zonas de necrosis. La evaluacion por power Doppler mostrd
principalmente zonas de flujo sanguineo en la periferia de los tumores, acompafiando las lineas o
regiones hiperecdicas que se apreciaban en el modo B en tiempo real (probablemente asociado al
estroma de tejido conectivo de la neoplasia).

Podemos concluir que esta herramienta poco invasiva y que ocasiona poco estrés a los animales, nos
permite obtener medidas mas precisas de los tumores que el uso del calibre, en poco tiempo de
manipulacién de animales (alrededor de 30 segundos), con una alta sensibilidad para la deteccion de
cambios incipientes durante el desarrollo de tumores y con mayor cantidad de informacion sobre la
vascularizacién, lo que seria de vital importancia para la evaluacién de diferentes terapias. Por otra
parte facilita la recopilacion de informacion que puede ser posteriormente analizada en el contexto de
estudios de alta complejidad destinados fundamentalmente a la evaluacion de tratamientos
antitumorales.
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