Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2020;39(3):e335

Articulo original

Hallazgo necropsico de nefroblastoma asociado a sindrome metabolico
experimental
Necropsic finding of nephroblastoma associated to experimental metabolic

syndrome

Maria Luisa Garcia-Gomez? https://orcid.org/0000-0002-1219-0193
Yisel Gonzalez-Madariaga?” https://orcid.org/0000-0002-0461-0741
Tania Llerena-Bernal? https://orcid.org/0000-0001-1410-6116

tUniversidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, Facultad de Estomatologia. Santa Clara, Cuba.
2Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, Unidad de Toxicologia Experimental. Santa
Clara, Cuba.

“Autor para la correspondencia: yiselmadariaga@infomed.sld.cu

Resumen

Introduccion: El sindrome metabdlico presenta entre sus manifestaciones la obesidad, la cual se
encuentra relacionada con el desarrollo de cancer. Sin embargo, no habiamos encontrado en cuatro
afios ningun caso de neoplasias malignas en animales con sindrome metabdlico.

Objetivo: Describir el desarrollo de un tumor maligno a nivel renal en modelo experimental de
sindrome metabdlico.

Meétodos: El biomodelo experimental se logré por la aplicacion de una solucién de sacarosa al 35
%, durante 20 semanas a 50 ratas machos Wistar destetados. El diagnostico de nefroblastoma se
realizd mediante necropsia con observacion morfoldgica de la lesion renal.

Resultados: Confirmado el sindrome metabolico se detectdé en un caso, una masa palpable en
abdomen. En la inspeccion macroscépica se observd un tumor en el polo inferior del rifion derecho,

color pardo grisaceo, con hemorragia y cambios quisticos. Histolégicamente se observaron
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alteraciones propias de un nefroblastoma mixto con componentes del blastema, mesenquimal y
epitelial.

Conclusiones: Se describe por vez primera, en estudio anatomopatoldgico, la presencia de un caso
de nefroblastoma en rata con sindrome metabdlico experimental.

Palabras clave: nefroblastoma; sindrome metabdlico; céncer; sacarosa; rata; biomodelo;

neoplasia.

ABSTRACT

Introduction: One of the manifestations of metabolic syndrome is obesity, which is in turn related
to the development of cancer. However, in four years we had not found any case of malignant
neoplasms in animals with metabolic syndrome.

Objective: Describe the development of a malignant renal tumor in an experimental metabolic
syndrome model.

Methods: The experimental biomodel was made applying a 35% saccharose solution to 50 male
weaned Wistar rats for 20 weeks. The diagnosis of nephroblastoma was achieved by necropsy with
morphological observation of the renal lesion.

Results: Upon metabolic syndrome confirmation, a palpable mass was detected in the abdomen of
one of the cases. Macroscopic observation revealed a grayish brown tumor in the lower pole of the
right kidney with hemorrhaging and cystic changes. Histological examination found alterations
typical of mixed nephroblastoma with blastema, mesenchymal and epithelial components.
Conclusions: This is the first time a description is provided in an anatomopathological study of a
case of nephroblastoma in a rat with experimental metabolic syndrome.
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Introduccion

El sindrome metabolico constituye una combinacion de alteraciones metabdlicas que involucra
variables bioquimicas y antropométricas. Entre sus principales manifestaciones se encuentran:
resistencia a la insulina, hipertension, desordenes cardiovasculares, estado proinflamatorio,
protrombotico y obesidad. La insulinorresistencia y la hiperinsulinemia han sido sefialadas como
punto de contacto entre los mecanismos patogénicos implicados en el sindrome metabdlico y la
carcinogénesis. Tanto la insulina por si misma, como el factor de crecimiento insulinico (IGF-1),
se relacionan con el incremento de la proliferacion celular y el crecimiento tumoral.Y) Por otra parte
el bajo grado de inflamacion que se aprecia en el tejido adiposo en el sindrome metabdlico se
relaciona con la acumulacion de células inmunocompetentes (linfocitos y macréfagos) y una
produccion disminuida de proteinas antiinflamatorias, como la adiponectina, ambiente propicio
para la generacion de neoplasias.®
El nefroblastoma es la neoplasia abdominal mas frecuente en la infancia. Ocupa el primer lugar en
los tumores renales y el cuarto en incidencia en este grupo de edad.®® Esporadicamente puede
presentarse en la vida adulta; como el caso descrito por Silva y otros en la ciudad de S&o Paulo,
Brasil.®
Este tumor retroperitoneal, constituye la segunda causa de muerte en nifios mayores de un afio.®
La incidencia del sexo es variable segun refieren algunos autores. Mientras unos sefialan que no
hay diferencias entre hombres y mujeres,® otros plantean predominio en el sexo femenino® o
sitan con mayor frecuencia al masculino.® Se trata de una neoplasia maligna de rapida progresion
y, aunque clinicamente pueden ser asintomaticos en las primeras etapas, desarrollan
manifestaciones como aumento de volumen detectable a la palpacion, dolor abdominal, hematuria
macroscopica, vomitos, hipertension arterial, fiebre, signos variados de obstruccion intestinal e
infecciones urinarias. Puede presentarse anemia por hemorragia intratumoral.®
El tumor puede ser diagnosticado por estudios ecograficos. Entre los méas utilizados estan la
ecografia abdominal y la tomografia axial computarizada.(”)
En la patogenia de las neoplasias malignas se describen por muchos autores la influencia de factores
ambientales%D) y genéticos.? Se plantea que estos pacientes son portadores de una mutacion en
la linea germinal para uno de los genes predisponentes, entre los mas citados encontramos el tumor
de Wilms (WT1, por sus siglas en inglés).3¥ En relacion a este gen se ha sefialado que su
3
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expresion es importante en la competencia del mesénquima para diferenciarse. Asimismo, en
ratones deficientes de este gen, la diferenciacion del mesonefro es anormal, lo que sugiere que es
necesario para el desarrollo de tibulos mesonéfricos caudales.*®

En el nefroblastoma, desde el punto de vista morfolégico, macroscdpicamente se produce una masa
grande y solitaria. Aunque se han visto casos bilaterales o multicéntricos. Al corte presentan color
gris o pardo, consistencia blanda y homogénea en ocasiones. También pueden presentarse focos de
necrosis, quistes o hemorragia. Microscopicamente se caracterizan por intentos de imitar los
distintos estadios de la clasica combinacion trifasica de células del blastema, el epitelio y el
estroma, aungue el porcentaje de cada componente es variable en proporcion. EI componente
blastematoso se presenta en sabanas de células azules y pequefias, la diferenciacion epitelial suele
adoptar la forma de tubulos abortivos y la diferenciacion estromal suele ser fibrocitica o0 mixoide.
Se ha observado en algunos casos tejido muscular esquelético. Es raro encontrar otros elementos,
como epitelio escamoso 0 mucinoso, musculo liso, tejido adiposo, cartilago, osteoide o tejido
neurogénico. Generalmente no muestran anaplasia.*®

Como se ha mencionado ut supra, se han descrito articulos donde se relaciona la obesidad, presente
en el sindrome metabdlico, y el cancer.®17® |_a obesidad induce cambios en diversos procesos
metabdlicos y endocrinos, pues se altera la produccion de diversas hormonas como la leptina,
prolactina e insulina. Este estado puede conllevar al desarrollo de inflamacion crénica que pudiera
facilitar la inestabilidad del genoma, y asi estimular el crecimiento de células tumorales, lo cual
contribuiria a promover procesos carcinogénicos.®2%

La secrecion de moléculas proinflamatorias por los adipocitos favorece la proliferacion celular y
atrae células del sistema inmune como macréfagos y linfocitos que, a su vez, también secretan
estas moléculas llamadas citosinas proinflamatorias. Las citosinas influyen en el desarrollo del
estrés oxidativo a través de los macrofagos, la liberacion de radicales libres y la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO). La acumulacion de grasa esta correlacionada con el estrés
oxidativo sistémico, tanto en humanos como en modelos animales, esto indica que es un catalizador
para las enfermedades asociadas a la obesidad.?*?? Las ERO y los radicales libres han sido
vinculados al desarrollo de diversos tipos de cancer. El tejido adiposo inflamado en individuos
obesos brinda un microambiente adecuado para el desarrollo de procesos neopléasicos malignos. En

la literatura revisada existe un predominio de la incidencia de tumores en 6rganos como pancreas,
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prostata, endometrio, mama, higado y colon.®*2% La asociacion entre la obesidad y la aparicion de
cancer renal ha sido escasamente descrita. Aunque no se demuestra relacion directa entre estos dos
aspectos, investigaciones realizadas en EE. UU. evaluaron el fallo en terapia antitumoral en
pacientes obesos portadores del tumor de Wilms.® En el presente trabajo se describe el desarrollo

de un tumor maligno a nivel renal en modelo experimental de sindrome metabdlico.

Métodos

Animales

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de la Unidad de
Toxicologia Experimental (UTEX). Se utilizaron en una primera etapa para la induccién del
biomodelo Rattus norvegicus linea Wistar, 5 machos y 10 hembras de 180 a 200 g de peso corporal,
provenientes del Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio (Habana, Cuba).

Los animales se mantuvieron en condiciones libres de patgenos, alimentados con pienso
especifico para la especie y agua a libre demanda, asi como ciclo luz/oscuridad de 12 x 12. La
temperatura ambiental fue de 22 = 2 °C y la humedad relativa entre un 50 % a 70 %. Todos los
experimentos se desarrollaron acorde a los principios del cuidado y uso de animales de
laboratorio.® Al finalizar el estudio se procedi6 al sacrifico utilizando métodos aceptados de

sobredosis de éter seguido de dislocacion cervical.”

Obtencion de biomodelo experimental de sindrome metabdlico

El biomodelo experimental del sindrome metabdlico, se logré segun disefio propuesto
anteriormente con ligeras modificaciones.®®)

En una primera etapa, se suministré diariamente y en horario de la mafiana, solucion oral de
sacarosa al 35 % durante todo el periodo de gestacion y lactancia, a ratas Wistar sanas. La segunda
etapa de obtencion del biomodelo se extendié por 20 semanas y se continud con igual régimen de
dieta hiperglucidica, esta vez con 50 neonatos de sexo masculino y recién destetados, procedentes
de las progenitoras de la primera etapa. Durante todo el proceso, una vez consumida la solucién a
razon de 15 mL por animal, se les coloco agua comudn con la dieta estandar para la especie.

Simultdneamente se estudio un grupo de 20 neonatos prevenientes de progenitores sanos. Estos
5
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animales fueron mantenidos con una dieta normal para la especie en lugar de la dieta
hiperglucidica.

El sindrome metabolico fue confirmado teniendo en cuenta los criterios propuestos por la
Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés).?® La IDF propone como
criterios determinantes para el diagnostico, hiperglicemia en ayunas, dislipidemia, presion elevada
y la obesidad, principalmente la abdominal. EI cumplimiento de al menos tres de estos criterios
confirma el desarrollo de un sindrome metabolico. La no existencia de puntos de cohorte en
animales de laboratorio para el diagnostico clinico del sindrome metabodlico, obligdb a los
investigadores al investigador a comparar con un grupo sano, teniendo en cuenta los resultados
previamente publicados en la obtencion de este biomodelo experimental.?® Otros parametros como
las proteinas plasmaticas y el peso corporal también fueron determinados.

La toma de muestras para evaluar los parametros bioquimicos se efectud a la semana 20 del estudio.
El registro de glucosa, lipidos y proteinas plasmaticas, se efectud en un autoanalizador Hitachi 902
con el empleo de test provenientes de Quimefa HELFA, Cuba. Se utilizé un equipo de medicion
de presion arterial para roedores marca CODA-UEA. El peso corporal también fue evaluado al
terminar el estudio en cada grupo experimental. El peso post mortem de la grasa abdominal se
selecciond para medir indirectamente la obesidad abdominal o centripeta.

Los resultados obtenidos para cada uno de los pardmetros cuantificados fueron reportados como la
media £ desviacion estandar, y comparados estadisticamente entre el grupo sano y el de induccion
del sindrome metabolico. Las comparaciones fueron realizadas utilizando el test de Mann-Witney

con una confianza del 95 %.

Diagnostico de nefroblastoma
El diagndstico del nefroblastoma fue realizado a través de la necropsia con la observacion
macroscopica y microscopica de fragmentos de la lesion renal. Para el estudio histologico fue
empleado el método de parafina, se realizaron cortes de 4u y técnicas de coloracién

hematoxilina/eosina.
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Resultados

Al concluir las 20 semanas de estudio, el grupo de induccion del sindrome metabdlico presento tres
de los componentes que se evaluaban como criterio diagnostico. La tabla 1 muestra los resultados
que demuestran el estado hiperlipémico, hipertensivo y elevada deposicion de tejido graso en

cavidad abdominal.

Tabla 1 - Lipoproteinas plasmaticas, presion arterial y grasa en cavidad abdominal después de 20 semanas
de induccidn del sindrome metabolico

GRUPOS TAG (mmol/L) VLDL(mmol/L) PAS (mmHg) PAD (mmHg) Grasa abdominal (g)
SM 1,59+ 0,212 0,70+ 0,102 145,54 + 7,252 104,85 +11,492 16,78 + 6,292
SANOS 1,07+0,23° 0,56+0,11° 126,00 + 2,31" 89,11 £ 5,05° 10,36 + 2,53"

Subindices diferentes en una misma columna significan diferencias significativas entre grupos (U-Mann / Whitney).

Confirmado el estado de sindrome metabolico en los animales sometidos a la dieta hiperglucidica,
se detectd en un caso, un abdomen extremadamente globoso, que resulté una masa palpable en
region abdominal.

Los parametros bioquimicos correspondientes a este animal presentaban una hiperglucemia
moderada (7,45 mmo/L), y triacilglicéridos y VLDL por encima de los valores para el grupo control
sano (1,75 mmol/L y 0,8 mmol/L). También experiment6 como el resto de los animales de su grupo
una tendencia a la disminucion de los valores de proteinas totales (51,6 vs. 61,99 + 6,01 g/L) a
expensas de la disminucién de los valores plasmaticos de albamina (33,6 vs. 47,0 + 3,0 g/L). El
peso corporal de este animal (420 g) se registrd en 1,23 veces superior a la media del grupo sano
(340,63 g). Por otra parte, el diametro abdominal de este animal (19,0 cm) se comport6 por encima
de la media de su grupo (17,8 cm) y superior al presentado por el sano o sin sindrome metabdlico
(15,8 cm). En cuanto a la presion arterial, en este animal se registraron valores significativamente
superiores, tanto para la sistolica como diastélica al compararlo con la media del grupo sano (144
mmHg y 122,5 mmHg, respectivamente).

Después de efectuar la necropsia, en la inspeccion macroscépica se observd un aumento

significativo en el tamafio del rifion derecho (Fig. 1).
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Fig. 1 - Disposicion anatémica del tumor en rifién derecho.

A la diseccion del érgano se detectd una masa que se extendia desde el polo inferior del rifion,
ocupando los 2/3 inferiores de este, fundamentalmente en su cara posterior y que rechazaba asas
intestinales y otras visceras. Al corte de la lesion tumoral, esta presentaba coloracion parda

grisacea, con abundantes areas de quistificacion y hemorragia (Fig. 2).
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Fig. 2 - Aspecto macroscopico del tumor maligno renal.

Al estudio histolégico se observaron alteraciones propias de un nefroblastoma o tumor de Wilms,
variante mixta con tipicas células azules, pequefias, agregadas, del componente blastematoso,
componente estromal fibroso y epitelial con presencia de tubulis primitivos (abortivos). Ademas,
se observaron focos de diferenciacion escamosa, tejido muscular estriado, adiposo y neurogénico,

asi como ausencia de anaplasia (Fig. 3).
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Fig. 3 - Nefroblastoma mixto (M/O): a) clasica combinacion trifasica, b) blastemal, mesenquimal y ¢)
tubular. (40x, H/E).

Discusion

El estado hipertensivo, hiperlipémico e incremento observado de la grasa visceral se corresponde
con un diagndstico de sindrome metabdlico experimental registrado previamente en nuestras
condiciones.?®

En relacién al nefroblastoma, hallazgo morfologico que reportamos en este trabajo, la literatura lo
describe con aspecto homogéneo,® aunque también puede presentar heterogenicidad, como en el
caso de la presente investigacion, pues se observan diversos cambios macroscopicos como
cavidades quisticas, zonas con material hematico y otras friables ante la presencia de necrosis.®%

En cuanto a la ubicacion puede ser variable, pues pueden presentarse en ambos polos, hilio renal,
10
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tercio medio, pelvis renal e incluso resultar dificil su ubicacién inicial, pudiendo llegar a ser
bilaterales y multicéntricos.V

En la literatura se describe en este tipo de lesiones predominio de los componentes o del blastema,
0 epitelial o mesenquimatoso (tumores monofasicos). También pueden presentarse como la mezcla
de los tres tipos de tejido (tumores trifasicos).®

La asociacion del sindrome metabolico con el cancer puede ser explicada por el ambiente
hiperinsulinémico que se establece y que genera respuesta inflamatoria y estrés oxidativo.®2V
Diferentes tipos de neoplasias en prostata,®? a nivel endometrial®® y mamario®* han sido descritas
en individuos con sindrome metabdlico.

En este trabajo se describid por vez primera en estudio anatomopatoldgico, la presencia de un caso
de nefroblastoma en rata con sindrome metabdlico experimental. Estudios posteriores que
involucren un ndmero mayor de animales, asi como técnicas especificas para diagnosticar en
cualquier estadio y localizacion procesos tumorales, contribuirian a confirmar la posible asociacién
entre el desarrollo de neoplasias y el sindrome metabolico donde coexisten la obesidad y la

resistencia insulinica.
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