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RESUMEN: La linea celular TC-1 se ha utilizado en la evaluacion de la inmunoterapia antitumoral. No existen reportes
sobre el efecto de las células TC-1 en tejidos adyacentes cuando se implantan en ratones C57BL/6. El objetivo de aste trabajo f
evaluar la interaccion entre las células TC-1 implantadas y las fibras musculares adyacentes. Se emplearon 8 ratore€5Con célula
1 implantadas y 3 ratones sin células. Se colecté el sitio del implante de las células tumorales a 10 dias, las meEsaasrspmd
microscopia de luz y electrénica de transmision. Se realizaron tinciones con HyE y tricromico de Masson, histoquimica con PAS,
inmunohistoquimica para identificar citoqueratinas, actina especifica de masculo y metaloproteinasa de la matriz-9 (MMP-9). Tam
bién se comparo el diametro de las fibras musculares en ambos grupos de estudio. En el analisis histoldgico se obsederon masas
células TC-1 que infiltran el tejido muscular y separan a las fibras entre si. Las fibras musculares mostraron variaciones en |
intensidad de la tincion y disminucion de su diametro. Se observaron masas de células tumorales TC-1 que invadenalalfibra haci
interior y logran atravesar la lamina externa y el sarcolema que las rodea. Se observé positividad a MMP-9 en el cittgdasma de
células TC-1, y en el espacio entre las células tumorales y las fibras musculares. En el analisis ultraestructural ssgotesaao f
cion y variaciones en el grosor de la ldmina externa y vesiculas subsarcolemales en el sitio en donde las células TCa% invaden
fibras.Ahi, las células TC1 emiten proyecciones de membrana similares a pseudépodos. Existié diferencia estadistica gignificati
el diametro de las fibras del grupo experimental vs el grupo control. Estos hallazgos deben tomarse en cuenta cuanektese utiliza
modelo murino de cancer para valorar la respuesta de inmunoterapia antitumoral.

PALABRAS CLAVE: Células TC-1; Invasion intrasarcoplasmica; Modelo murino de cancer.

INTRODUCCION

Los pacientes afectados de enfermedad neoplasica  Tanto en modelos animales experimentales como
maligna cursan con caguexia severa, atribuible principalmesna reportes histopatolégicos de pacientes, se han descrito
te a una atrofia importante y progresiva de la masa musculiegs formas histolégicas de interaccién de las células can-
corporal (Argiléset al, 2006). A la fecha, la invasion de célu-cerosas con las fibras musculares esqueléticas: 1) Infiltra-
las cancerosas al interior de las fibras musculares esquelétmias (Brandegt al,, 1967; Gabbest al.,, 1987; Lamurat
ha sido reportada con poca frecuencia (Srighad.,1987; al., 2003). 2) Interaccién transcelular, reportada por Babai
Ueyamaet al, 1998; Mathiset al, 2010), y en la practica (1976), y 3) Invasion intrasarcoplasmica, es la interaccion
clinica han sido raramente reportados los casos de tumaneds rara y con peor prondstico en pacientes que la presen-
metastésicos desarrollados en musculo (eual., 2002). taron, se caracteriza por la invasion de las células cance-
Cuando se presentan, las metastasis a muasculo esqueléticosas al interior de las fibras del misculo esquelético, con
han asociado con un mal prondstico, que se traduce en leaparicion de agregados de células tumorales en el
menor esperanza de vida para el paciente (Ferraatlala sarcoplasma (Cast al, 1976; Slatkin & Pearson, 1976;
2006; Albiruniet al, 2007; Mathist al). Strattonet al., 1982).

" Departamento de Histologia, Facultad de Medicina, Universidad Autbnoma de Nuevo Le6n, Monterrey, N.L., México.
" Departamento de Ciencias Morfoldgicas, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de San Luis Potosi, San Luis Potosi, México.

520



SOTO-DOMINGUEZ, A.; VAZQUEZ-MORALES, J. I; ROMERO-DIAZ, V. J.; SANTOYO-PEREZ, M. E. & SEPULVEDA-SAAVEDRA, J.  Las células TC-1 implantadas invaden a las fibras
musculares esqueléticas adyacentes en un modelo murino de kcéndelMorphol., 31(2)520-527, 2013.

La linea celular tumoral TC-1 se desarroll6 por Lirl sitio del implante de las células tumorales, ya que en
et al. (1996) a partir de un cultivo primario de célulagste tiempo aun no es posible observar una masa tumoral.
epiteliales de pulmén de ratébn C57BL/6, se co-transfdras muestras se dividieron para su procesamiento para
maron para expresar las proteinas E6 y E7 del virus delcroscopia de luz o electrénica de transmision.
papiloma humano tipo 16 (HPV-16), y el oncogén c-Ha-
ras. Cuando son implantadas en la cepa C57BL/6 no pEaluacion histolégica Una parte de la muestra se fijo
ducen rechazo inmunolégico, dado que a partir de esa cgpa inmersion en una solucion de paraformaldehido 4%
se originaron. Las células tumorales TC-1, se han utilizdisuelto en PBS, se proceso por la técnica histoldgica has-
do extensamente como modelo de cancer en la evaluad@imcluirla en parafina. A partir de los bloques se obtuvie-
de la eficacia de inmunoterapia contra tumores inducidomn cortes histolégicos de 5 micras que se tifieron con H-
por HPV, cuyas células expresan en su membrana antigeBpe con el método tricromico de Masson para realizar la
virales (Smahedt al, 2003; Tuveet al, 2007; Kangetal, evaluacion histolégica.

2012). Sin embargo, a la fecha, no se han reportado los

cambios morfoloégicos que esta linea celular ocasiona Emaluacién Histoquimica Para la evaluacion

los tejidos adyacentes, como es el tejido muscular al $gstoquimica de la lamina externa de las fibras musculares

implantada en un modelo murino de cancer. y la matriz extracelular, se obtuvieron cortes de 5 micras
que se analizaron con el método del Acido Peryddico de
Schiff (PAS) con y sin diastasa, para distinguir entre el

MATERIAL Y METODO glucégeno y los polisacaridos complejos de la lamina ex-
terna.

Linea celular tumoral TC-1 y técnicas de cultivo e im- Evaluacion Inmunohistoquimica Para el analisis
plante celular. La linea celular TC-1 se obtuvo de la ATCAnmunohistoquimico se obtuvieron cortes de 4 micras, y
(CRL-2785) (Manassas, VA, USA). Las células se cultse utilizaron anticuerpos monoclonales especificos anti-
varon en medio de Dulbecco modificado por Eagle, satoqueratinas AE1/AE3 (dilucién 1:100) para identificar
plementado con suero bovino fetal 10% y se incubaroradas células TC-1 por su origen epitelial, y anti-actina
37°C en una atmésfera de 5% CO2 y 95% de humedadespecifica de musculo (dilucion 1:100) para identificar a
observar la monocapa en confluencia, las células se cdas-fibras musculares. Para identificar a la metaloproteinasa
charon afiadiendo 1 mL de tripsina 0,25%. Posteriormertte la matriz-9 se utilizaron anticuerpos especificos (dilu-
la suspensioén celular se mantuvo en hielo, se lavé con siwn 1:400). Como sistema de deteccion se utilizé el siste-
lucién buffer de fosfatos (PBS) pH 7,2-7,4 tres veces, y s@ Envision® (los anticuerpos y el sistema de deteccion
ajusté a una concentracién de 5 X @@lulas en 100 mL se adquirieron de Dako Cytomation inc®). Como revela-
de PBS. dor se utilizé 3,3’'diaminobencidina (DAB). Los nucleos
se contrastaron con hematoxilina. Para los controles de
Esta concentracion celular se implantd por via subcnica se emplearon cortes histoldgicos de érganos testi-
cutanea en la extremidad posterior derecha de 8 ratoges positivos de tonsila palatina, lengua y yeyuno respec-
C57BL/6 (grupo experimental), de 5-6 semanas de edatiyamente, como control negativo se omitio la incubacion
peso entre 25 a 30 g. Antes y después de realizar el iton el anticuerpo monoclonal. Las muestras se analizaron
plante se analizé la viabilidad de la suspensiéon celulamicroscopia de luz.
>95% con una mezcla 1:1 con azul de tripano. Otro grupo
de ratones sin células TC-1 implantadas se consideré coAmalisis morfométrico. En el analisis morfométrico se
grupo control (n=3). Los ratones se mantuvieron con unaservaron los cortes tefiidos con el método tricromico de
dieta estandar de laboratorio con agddibitum ciclos Masson. Se identificaron las fibras musculares en corte
de luz y oscuridad de 12 horas en el bioterio del Departeansversal. Posteriormente, se realiz6 un muestreo alea-
mento de Histologia, Facultad de Medicina, UANL. torio, y se midieron los diametros y areas de las secciones
transversales de 200 fibras musculares en cada ratén con
Colecta de tejidosEn este estudio se evaluaron los canayuda del analizador de imagen y el software NIS elements
bios morfolégicos tempranos. El dia del implante de la®rsién 2.30.
células tumorales se consideré como dia 0. A los 10 dias
post-implante los ratones de cada grupo se sacrificaron  Los resultados obtenidos se expresaron en micras
por dislocacién cervical y se perfundieron por puncion eruadradas, a partir de estos datos se obtuvo la media y
el ventriculo izquierdo con glutaraldehido 0,25% en bulesviacion estandar de cada muestra. Los resultados del
ffer de cacodilatos pH 7,2-7,4. Posteriormente se obtugoupo experimental se contrastaron con los del grupo con-
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trol por una prueba de medias pareadas con el softwatecitoplasma (Fig. 1D). En el espacio extracelular se ob-

SPSS 15.0. servaron también células tumorales con positividad, asi
como material PAS positivo resistente a la diastasa entre

Evaluacion ultraestructural. Otra parte de la muestra ob-las fibras musculares sin presencia de células tumorales

tenida del sitio del implante, se fij6 por inmersion en soliFig. 1D).

cioén fijadora de Karnovsky-Ito (paraformaldehido 4%,

glutaraldehido 5%, y acido picrico 0.05% en PBS 0.1 M) (Itevaluaciéon inmunohistoquimica En el analisis

& Karnowsky, 1968). Después de una hora en fijador las muésmunohistoquimico con anticuerpos monoclonales espe-

tras se lavaron brevemente con PBS y se postfijaron eificos anti-citoqueratinas AE1/AE3 y anti-actina especi-

tetradxido de osmio acuoso 2% por 1 hora a temperatura dima de musculo se corroboré la presencia de las células

biente. En seguida el tejido se tratdé con solucién aadesatumorales que infiltran a las fibras musculares. También

nitrato de uranilo 1% y se deshidraté con etanol. Finalmese identificaron las masas de células TC-1 positivas para

te las muestras se embebieron en resinas epoxicas y sediboqueratinas en el interior del sarcoplasma de las fibras

maron bloques de acuerdo con la técnica de Luft (1961). Brisculares.

los bloques se obtuvieron mediante ultramicrotomia cortes

semifinos que se tifieron con azul de toluidina 1% y se ana-  Otro hallazgo en este estudio fue que se observo

lizaron en el microscopio optico; asi como cortes ultrafingsositividad a la MMP-9 tanto en el citoplasma de las célu-

que se montaron en rejillas de cobre de 200 mesh sin meld®tumorales como en el espacio entre las células tumorales

de soporte y se contrastaron con acetato de uranilo (Watspe] masculo estriado (Fig. 1E).

1958) seguido de citrato de plomo (Venable & Coggeshall,

1965). Las muestras se analizaron en un microscopio elégxalisis morfométrico. En el analisis morfométrico, se

tronico de transmision Carl Zeiss EM109. corroboro6 la disminucién del diametro de las fibras mus-
culares observada en el andlisis histolégico del sitio del
implante de las células tumorales. Al contrastar los resul-

RESULTADOS tados del grupo experimental vs el grupo control se obser-
v una diferencia estadistica significativa para un valor de
p <0,05 (Fig.1F).

Evaluacion histoldgica A 10 dias post-implante no se ob-

servo ninguna tumoracién. En el analisis histolégico d&valuacion ultraestructural. En el analisis a microscopia

sitio del implante de las células tumorales, se observarelectréonica de transmision se observé que las células TC-

masas de células TC-1, algunas de las cuales infiltranleinfiltran a las fibras musculares, que mostraron signos

tejido muscular separando las fibras musculares entreudfraestructurales de atrofia, destruccion y separacion de

Destaco la disminucion del diametro de las fibras muscios miofilamentos, asi como variacion en la

lares en el sitio en que las células tumorales infiltran aelectrodensidad de las miofibrillas (Fig. 2A).

tejido muscular. También se observaron variaciones en la

intensidad de la tincién de las fibras musculares (Fig. 1A). Por otra parte, las células tumorales presentaron
un ndcleo grande, eucromatico, con nucléolo prominente

Un hallazgo importante en nuestro estudio, fue quepoco citoplasma con escasos organelos. Otra caracteris-

se observaron fibras musculares con grandes masas ddicé- de las células TC-1 fue la presencia de signos

lulas tumorales TC-1 que invaden a la fibra y se sitlan aliraestructurales propios de la migracion celular: nacleos

el sarcoplasma (Fig. 1B). alargados y constrefiidos en la parte central, asi como mul-
tiples proyecciones de la membrana en forma de

Por otra parte, también se observé un cambio enpdeuddpodos, que se presentan en las areas en donde la

patron de tincion de las fibras musculares, que se tifledldmina externa de las fibras musculares muestra variacio-

de azul en lugar del rojo brillante caracteristico de las ages en el grosor y fragmentacion (Figs. 2B y C).

lulas del musculo esquelético teflidas con el método

tricromico de Masson (Fig. 1C). Ademas de la destruccion de la lamina externa, tam-
bién se observé ruptura del sarcolema y la presencia de

Evaluacion histoquimica Al analizar las muestras con elpequefias vesiculas subsarcolemales asociadas a los si-

método de PAS con diastasa, se observaron fibras mudios de fragmentacion del sarcolema (Fig. 2D). La pre-

lares con pérdida de la continuidad de la lamina extersancia de células tumorales que invaden al interior de las

que las rodea en el sitio en que fueron invadidas por filsras musculares se confirmé en el analisis

células tumorales, que ademas mostraron positividad @iraestructural.
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Grupo control (n=3) Grupo tratado (n=8)
* p=0.05

Fig. 1.A) Células TC-1 (flecha amarilla) entre las fibras musculares que muestran disminucién en su diametro (flecha verde).
Fibras musculares con diametro normal (flecha azul). Sitio de implante de las células TC-1. Embebido en parafina, tricrémico
de Masson. Micrografia de luz. Barra @f. B) Masa de células TC-1 en el sarcoplasma de una fibra muscular (flecha
amarilla), que muestra espacios en las miofibrillas (flecha blanca) y nucleos en la periferia (flechas azul). Sitio ddémplante

las células TC-1. Embebido en parafina, tricromico de Masson. Micrografia de luz. Bpma @pFibras musculares de

color azul en lugar del rojo brillante normal (flecha amarilla), células TC-1 que invaden a las fibras musculares esqueléticas
(flechas verdes). Sitio de implante de las células TC-1. Embebido en parafina, tricromico de Masson. Micrografia de luz. Barra
10um. D) Pérdida de continuidad de la lamina externa que rodea a las fibras musculares (flechas amarillas). Espacio extracelular
con material PAS positivo (flecha azul). Sitio de implante de las células TC-1. Embebido en parafina, PAS con diastasa.
Micrografia de luz. Barra 2J0m. E) Células TC-1 con intensa positividad a MMP-9 en el citoplasma (flecha amarilla) y en el
espacio (flecha azul) entre las células tumorales y la fibra muscular (flecha verde). Sitio de implante de las células TC-1.
Embebido en parafina, inmunohistoquimica. Micrografia de luz. Barpanl@) Gréfica que muestra la disminucion del
diametro de las fibras musculares en el grupo con el implante de células TC-1. El andlisis estadistico muestra que hay diferen-
cia significativa entre el grupo experimental vs el grupo contrel 0.05.
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Fig. 2.A) Célula TC-1 entre las fibras musculares que muestran espacios y desorganizacion de las miofibrillas (flecha
blanca). Fibras musculares con disminucién en la electrodensidad (e8)€&ula TC-1 (flecha blanca) con pseudépodos
(flechas negras) en contacto con una porciéon de una fibra mu&ukamplificacion del recuadro de la imagen B.
Pseuddpodos de la célula TC-1 (flecha blanca), interrupciones y variaciones en el grosor de la lamina externa que rodea a
las fibras musculares (flechas negras), grosor normal de la lamina externa (cabeza d®jl&dra)on de una fibra

muscular que muestra vesiculas subsarcolemales (flechas blancas). Sitio de implante de las células TC-1. Embebido en
resinas epoxicas, contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo. Micrografia electronica de trasmision.

DISCUSION

En la literatura existen numerosos estudios en los gtraron un aspecto ondulado, atrofia, separacion entre las fi-
se utiliza el modelo tumoral murino con células TC-1 de$ras, y disminucion en su diametro. La induccién de estas
crito por Linet al. Sin embargo, hasta la fecha no se descidlteraciones en las fibras musculares no ha sido descrita pre-
be desde el punto de vista morfolégico el comportamienttamente para las células TC-1 implantadas. Estos resulta-
de las células TC-1 en el sitio de implante en ratones C57Rlds concuerdan con las alteraciones en las fibras muscula-
6, 0 su interaccion con los tejidos circundantes. El presemés reportadas por Brandssl, y Lamuraet al en un estu-
estudio describe por primera vez la invasion de las fibrd® in vivo con células tumorales de leucemia L1210, y en
musculares por las células TC-1 que logran atravesar lap@&cientes con carcinoma epidermoide respectivamente.
mina externa y el sarcolema para situarse en el interior del
sarcoplasma. La disminucion del didmetro de las fibras muscula-

res se confirmd con el andlisis morfométrico de los diame-

A 10 dias post-implante, alin no se observ6 ningum@s, donde se observé disminucion estadistica significativa
tumoracion. Sin embargo, en el analisis histoldgico del siten el grupo experimental comparado con el grupo control.
del implante de las células tumorales, se identificaron a Iastos resultados sugieren que las células tumorales TC-1
células TC-1 que migran e invaden al tejido muscular adysecretan factores paracrinos que contribuyen a la atrofia de
cente. Destaca que en estos sitios las fibras musculares nessfibras musculares.
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Estudiosin vivo que muestran atrofia de las fibrasextracelular sin células tumorales. Estos resultados sugie-
musculares similar a la observada en nuestro estudio, dest que las células TC-1 sintetizan y secretan componen-
cribenque las células tumorales secretan diversos factes de la matriz extracelular, lo que favorece su migracion
res humorales, tales como, el factor inductor de protedligisnvasion a tejidos distantes a su sitio de implante. Este
(PIF), aislado de pacientes con cancer y de ratones e¢nacanismo ha sido descrito en tipos celulares como carci-
células de adenocarcinoma murino (MAC16) (Todabv noma pulmonar humano (Bolat al, 1995; Kikkawaet
al., 1996). Estos factores actlian directamente sobre #s 1998) y cancer de mama (Yaeal, 2007; Theodoret
fibras musculares y causan atrofia, resultado de un ince¢; 2007). En la literatura no encontramos reportes que
mento en un 50% en el catabolismo de proteinas, prindescriban este fenbmeno para las células TC-1.
palmente de los filamentos de actina y un decremento hasta
de un 50% en las sintesis de proteinas (Beliziral., Ademas, se observé positividad a la MMP-9 en el
1991; Todorovet al, 1996; Yanocet al, 2008). Ambos citoplasma de las células tumorales, asi como en el espacio
mecanismos pueden suceder simultdneamente, (Strelleoire las células TC-1y las fibras musculares. Esto sugiere
et al, 1989; Loriteet al, 1997), y dar como resultado laque las células TC-1 sintetizan y secretan esta enzima
disminucion de la masa muscular que se ha relacionguoteolitica que degrada a la matriz extracelular y a la 1a-
con el estado de caquexia en animales de experimentacitina externa de las fibras musculares, facilitando asi la
y en pacientes con cancer (Fugtial, 1997; Todorowet invasién al masculo esquelético. La sintesis y secrecion de
al., 1999; Cabal-Manzanet al, 2001). En nuestro estu- esta familia de enzimas esta relacionada con resistencia a
dio se observé disminucién en el diametro de las fibrasgentes antineoplasicos, migracion y metastasis de las cé-
asi como variaciones en la intensidad de la tincion, lo qlidas tumorales a 6rganos y tejidos distantes a su sitio de
hace probable que este fenbmeno estérieado en este origen (Vihinen & Kahari, 2002; Visse & Nagase, 2003).
modelo como parte del proceso destructivo de las células
TC-1. Al analizar la ultraestructura de las células TC-1 im-

plantadas, se observaron células integras con nudcleo

Otro hallazgo en nuestro estudio, fue que se obsercromatico, nucléolo prominente y poco citoplasma con
varon fibras musculares con masas de células tumoraésgasos organelos, esto concuerda con lo descrito para las
TC-1 en el interior del sarcoplasma. Esta invasién a laélulas neoplasicas que presentan alto indice de prolifera-
fibras musculares se ha asociado a un peor pronésticocém sin llevar a cabo alguna funcién secretora étial).
pacientes, y a un mayor grado de malignidad e invasividAdemas se observaron células tumorales con caracteristi-
de las células tumorales, como ha sido descrito en estudias ultraestructurales de la migracién celular: nicleos alar-
tanto en humanos, como en animales de experimentacgados y prolongaciones de la membrana en forma de
para tipos celulares tumorales distintos a las células Tzdeuddpodos, esto permite suponer el movimiento activo
(Galasceet al, 1974; Slatkin & Pearson; Strattenal.). de las células TC-1 y la invasion a las fibras musculares

adyacentes.

Por otra parte, se observé que en los sitios en que
las células tumorales invaden a las fibras musculares hay  En el presente estudio destac6 también la observa-
cambio en el patrén de tincién: se tifien de azul en lugzdn ultraestructural de interrupciones y variaciones en el
del rojo brillante caracteristico de las células musculargeosor de la lamina externa que rodea a las fibras muscula-
esqueléticas normales, tefiidas con el método tricrémices, asi como fragmentacion del sarcolema y vesiculas
de Masson. Estos cambios en el patron tintorial puedsubsarcolemales asociadas al sitio de fragmentaciéon del
estar relacionados con modificaciones fisicoquimicasarcolema, estos hallazgos concuerdan con lo descrito por
intracelulares en las fibras musculares, inducidas por Baandest al.en un modelo murino con células de leucemia
invasion de las células TC-1. L1210 implantadas.

Al analizar las muestras del sitio del implante con Asi, este es el primer trabajo que demuestra que las
la técnica de PAS con diastasa, se observaron fibras meslulas TC-1 son capaces de infiltrar al tejido muscular,
culares con pérdida de la continuidad de la lamina exterdestruir la lamina externa y sarcolema que rodea a las fi-
que las rodea en el sitio en que fueron invadidas por lams musculares, e invadir el interior de las fibras muscula-
células tumorales. También se observé positividad a la res en un periodo de 10 dias, cuando aun no hay una
accion en el citoplasma de las células tumorales que intamoracion detectable.
den a las fibras musculares, y en células tumorales que in-
filtran al tejido muscular; asi como la presencia de mate- Este grado de agresividla invasividad de las célu-
rial PAS positivo resistente a la diastasa en el espadis TC-1, y la presencia de células tumorales localizadas en
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el interior de las fibras musculares, descritas en el preseABRADECIMIENTOS

trabajo, deben ser tomadas en cuenta en estudios en los que

se emplea este modelo murino de cancer para la evaluacionde

la eficacia de inmunoterapia antitumoral. Actualmente en Se agradece a PAICYT 2010 por el apoyo financiero
nuestro laboratorio se llevan a cabo estudios para evaluap&ia el presente trabajo, y a CONACYT por la beca No-
posible efecto inhibitorio de agentes antineoplasicos so#82375. En la ayuda técnica a Nora Frias, Rosa Ma. Leal y
la invasion de las células TC-1 a las fibras musculares. Enrique Ramirez.

SOTO-DOMINGUEZ, A.; VAZQUEZ-MORALES, J. |; ROMERO-DIAZ, V. J.; SANTOYO-PEREZ, M. E. & SEPULVEDA-
SAAVEDRA, J. Implanted TC-1 cells invade neighboring skeletal muscle fibers in a cancer murine mbdeMorphol., 31(2)520-
527, 2013.

SUMMARY : TC-1 cells implanted in C57BL/6 mice are a model for evaluation of anti-tumor immunotherapy. To date there
are no reports on the effect of implanted TC-1 cells upon neighboring striated muscle cells. The objective of this wevkalwagetthe
morphology of the interaction established among the implanted cells and the striated muscle cells. The study was cdofiledveut as
8 adult C57BL/6 mice received 5x1€ells IP. As a control, 3 mice received no cells. 10 days after cells injection, no signs of tumor are
present yet, and the site of cells injection was collected for morphological studies. Samples were processed for ligimiaatbtran
electron microscopy. Histological sections were stained with H & E, Masson trichromic method, PAS histochemistry and
immunohistochemistry for cytocheratins AE1/AE3, muscle specific actin and for matrix metalloproteinase-9. Cross sectiomfliamete
muscle sections was compared among experimental and control groups. The histological evaluation showed groups of tumor cells,
infiltrating the spaces among muscle fibers. Muscle fibers showed variations in the cross section diameter as well @siitgthe st
pattern. TC-1 cells were seen very close to muscle cells, invading the lamina externa and sarcolema to finally formejieiqratéd
within the sarcoplasm. This finding was demonstrated by the specific immunolabel for each kind of cell. Reactivity foroheitziop-

9 was observed within the tumor cells and in the space mediating between the tumor cells and the muscle fiber. At tttaraltrastru
level, variations of the thickness of lamina externa were observed, as well as interruptions of this structure. Sarcelemmsedlso
fragmentation, and close to these sites a number of subsarcolemmal vesicles were seen. In the vicinity of the musclediber, TC-
formed membrane projections directed towards muscle membrane. Muscle fibers showed a significant diminution of cross section
diameter. These findings should be considered, when utilizing this model for evaluating antitumor immunotherapy.

KEY WORDS: TC-1 cells; Intrasarcoplasmic invasion; Cancer murine model.
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