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I SUMMARY
| Introduction: The estrogen-/nduced kidney tumor of the Syrian golden hamster has been extensively used as a model for hormonal
carcinogenic studies. In spite of all the different approaches, its characterization and histogenesis remain unresolved. The hamster
tumor has been considered to be carcinoma, sarcdma,‘or‘nephrob/astoma. Two different hypotheses exist, that of an epitelial-tubular '
i origin, and that of a mesenbhyma/blasremal—interstilia/ origin. Objectives: To obtain the ultrastructural evidence of continuity between |
? hamster kidney tumor and related kidney structures with no intervening basement membrane. Material and methods: Combined . “
light-electron microscopy examination of seriated séctions of two typical cases of diethylstilbestrol (DES)-induced kidney tumor, inclu- | ‘
’ ding tumor and both renal tissue without apparent changes, and with preneoplastic changes (tubular dysplasia and interstitial hyper- ‘
plasia). Resuits: Ultrastructural continuity of renal tumor and the epithelium of distal tubule through intercellular contacts between tumor :

plasia through intercellular contacts between tumor cells and interstitial fibroblastic-like cells was also demonstrated. Conclusions: The
cells of the DES-dependent. kidney tumors of the Syrlan hamster possess the abl/liy fo establish direct cohtacts with the kidney epite-
lial tubular cells and the kidney fibroblastic-like interstitial cells. Nevertheless; this confirmed continuity between these structures is not
sufficient criteria to support a given histogenesis. Rev Esp Patol 1998; 31(4): 417-425.

!
] cells and epithelial tubular cells was found in the two cases: in one case ultrastructural continuity of renal tumor and interstitial hyper- 3
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RESUMEN

. Introduccidn: La producc;on de tumores renales malignos en el hamster dorado sirio por intoxicacion cronica con dietilestilbestrol . ;

[ (DES) es un modelo de gran importancia en carcinogénesis hormonal experimental. Sin embargo. la caracterizacion e h/stogeneSIS ‘
de estos tumores atin mantiene aspectos sin resolver. Asi se les considera carcinomas, sarcomas o nefroblastomas, y en su origen:
se invocan las células tanto del epitelio tubular como del intersticio renal. Objetivo: Evidenciar inequivocamente, con microscopia

i electronica, las posibles relaciones de continuidad entre el tumor y las estructuras renales relacionadas para fundamentar morfolégi-

| camente la h/stogeness {umora/ Material y meétodos: Estudio mediante secciones seriadas de dos casos t/plCOS del modelo exper/-
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mental, en los que los tumores renales dependientes del DES se asocian a tejido renal sin aparentes lesiones y también con lesiones

pretumorales de displasia tubular e hiperplasia intersticial. Resultados: Demostracidn uftraestructural de continuidad, por contacto
celular directo sin interposicion de basales ni matriz intercelular, entre el tumor y el epitelio tubular nefrénico, en los dos casos, y con-
tinuidad tumor-células intersticiales hiperpldsicas en uno de ellos. Conciusiones: Las células tumorales de los tumores dependientes
del DES del hdamster dorado sirio poseen la capacidad de establecer contactos directos con las células renales tubulares y fibroblds-
ticas intersticiales. Ello, sin embargo, no permite establecer una histogénesis definible en el sentido de una naturaleza carcinomato-

sa o sarcomatosa. Rev Esp Patol 1998; 31(4): 417-425.
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INTRODUCCION

En carcinogénesis experimental estd repetidamente de-
mostrado que el hdmster dorado sirio posee la capacidad
tnica de desarrollar tumores renales por la accién pro-
longada del dietilestilbestrol (DES) o de los estrégenos
naturales (1, 2). Los caracteres morfopatolégicos de los
tumores provocados por-el DES en el hamster dorado
sirio han sido comunicados por diversos autores (3-7) y
nosotros mismos (8-10). Histolégicamente los tumores
presentan una morfologia heterogénea, conjuntando
diversos patrones de organizacidn. Existe una marcada
tendencia epitelial o epitélioidea, pero son también fre-
cuentes las organizaciones indiferenciadas blastemales y
sarcomatosas (10).

Se ha especulado sobre el posible origen de estas neo-
plasias. Inicialmente, los tumores se describieron como
originados a partir del tibulo contorneado proximal, e
idénticos al carcinoma renal primario de células claras
(5). Este origen epitelial tubular ha sido invocado repeti-
damente (2, 3, 11). Sin embargo, la diversidad de los
patrones histopatologicos de estos tumores condiciona
que existan pareceres contrapuestos sobre su real histogé-
nesis. En consecuencia, ademads del origen tubular, se han
propuesto otras diversas hip6tesis: asi, se ha postulado un
origen mixto combinado a partir de células tubulares cor-
ticales y estrémicas (35), o de células intersticiales dirigi-
das hacia una diferenciacion epitelial (7), o de células
intersticiales indiferenciadas con capacidad plurifenotipi-
ca epitelial, mesenquimal y neuroectodérmica (9).
Basdndose en la positividad para la renina de las células,
se ha invocado la posibilidad de un origen a partir del apa-
rato yuxtaglomerular (12), y por el estudio de filamentos
intermedios se ha sugerido su derivacion de un tipo espe-
cial de célula muscular vascular (13).

Una de las principales pruebas en las que se funda-
mento la hipétesis de considerar que los tumores depen-
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dientes del DES del hdmster son de naturaleza epitelial
y estdn producidos a partir de la transformacidn del tubo
nefrénico, fue la demostracién de continuidad entre el
tumor y el tibulo renal en dos casos, publicada por
Kirkman v Robbins en 1959 (5). Este dato histolégico,
considerado entonces de gran valor, ha sido poco inves-
ticado con posterioridad y nunca confirmado a nivel
ultraestructural. Nosotros hemos estudiado repetida-
mente con microscopia electronica los tumores depen-
dientes del DES del hdmster (8-10), y uno de los datos
que hemos perseguido es la posible relacién de conti-
nuidad entre los tumores y las estructuras renales aso-
ciadas, considerando que su evidencia fundamenta mor-
folégicamente la histogénesis tumoral. Siguiendo esta
drea de investigacién, hemos conseguido captar ocasio-
nales relaciones de continuidad entre el tidbulo y el
tumor y las células intersticiales y el tumor, mediante
contactos directos entre las células tubulares y las célu-
las intersticiales con las células tumorales.

MATERIAL Y METODOS

El material lo constituyen dos casos, seleccionados entre
[5. de tumor renal, pertenecientes a hamsters sirios,
machos y gonectomizados a los que se administré una
suspension 11,2 mM de 0,6 mg de DES vehiculizado en
0.2 ml de solucidén de carboximetilcelulosa al 1%, tres
veces por semana durante nueve meses (8). Este mate-
rial se redujo a pequefios fragmentos de 1 mm?, diez blo-
ques en cada caso, que se fijaron con glutaraldehido y
tetradxido de osmio. La deshidratacion se realizo en gra-
dientes progresivos de soluciones de etanol-acetona y
6xido de propileno. Para la imbibicién-inclusién se
emple6 Durcupan ACM® de la firma Fluka AG.

La seleccién de los casos y el presente estudio lo rea-
lizamos con la observacién de secciones semifinas seria-
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das, realizadas en tandas de aproximadamente diez cor-
tes. Cuando detectamos posibles situaciones de conti-
nuidad entre las células tumorales y las estructuras rena-
les vecinas, confeccionamos los cortes ultrafinos, estu-
digndolos con el microscopio electrénico. Si este estudio
resultaba negativo, renovabamos la tanda de secciones
semifinas, repitiendo él proceso sucesivamente hasta
agotar las piezas.

Para realizar las secciones (ultrafinas y semifinas)
hemos utilizado un ultramicrétomo Reicher-J ung (Ultra-
cut E). Las semifinas se han tefiido con azul de toluidi-
nay alas ultrafinas se les ha modificado el contraste con
acetato de uranilo y citrato de plomo. En las observacio-
nes ultraestructurales hemos empleado los microscopios
electrénicos Jeol JEM100B y Zeiss 10A.

RESULTADOS

En los dos casos se trat‘a de animales que con cardcter
unilateral presentaban tumoraciones renales multinodu-
lares voluminosas, de mas de 1 cm de didmetro. El diag-
néstico realizado por el material destinado a estudio his-
tolégico convencional fue de nefroblastomas de cardcter
blastemal \predominantej, con areas adenoideas ¢ hiper-
nefroides. . RN

Los cortes semifinos de control evidencian en ambos
casos tejido tumoral infiltrante, relacionado con estruc-
turas corticorrenales incluyendo glomérulos. El tumor
presenta un carécter blastémico, pero en ambos casos se
aprecian también zonas epiteliales adenoidéas e hiper-
nefroides. Ademas, los tibulos y el intersticio relaciona-
dos presentan una variada gama de lesiones hiperpldsi-
co-displasicas asociadas a ocasionales microtumores
(tumorlets).

Estudio ultraestructural
Caso 1

El componente tumoral aparece formando amplias ma-
sas sélidas de células epitelioideas que infiltran el inters-
ticio y distorsionan la arquitectura renal separando tibu-
los y glomérulos. En general se trata de formaciones
compactas de células tumorales de pequefio tamafio y
contornos irregulares. Las células establecen contactos
mutuos, con diferenciaciones de unién rudimentarias. El
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Figura 1. Caso 1. Zona tumoral epitelial adenoidea. Células tumorales
cuboideas polimorfas, indiferenciadas, pobres en organulos. Las célu-
las se relacionan entre si por diferenciaciones de unién rudimentarias
(— ) y delimitan microluces intracelulares (intra-1) y luces intercelulares
(inter-) ocupadas por abundantes microvellosidades y cilios. -

nicleo es ovoide, irregular, polimorfo, de predominio
eucromatinico, y el citoplasma es pobre en organulos.
Las zonas adenoideas (Fig. 1) las forman cordones
irregulares de células cuboides con citologia semejante
a las blastemales, que en su mutua relacién establecen
espacios de variado tamafio y morfologia, constituyendo
luces intercelulares comunicadas con microluces intra-
celulares. En estas cavidades y protruyendo desde.la
superficie celular hacia el interior Iuminal. aparece un
gran nimero de microvellosidades y cilios, estos tltimos
con la tipica organizacién microtubular 9+2 propia de
elementos méviles. En las zonas hipernefroides (Fig. 2)
las células tumorales se organizan con escasas luces
intercelulares. LLos nicleos son como en las anteriores,
irregularmente redondeados, pero los citoplasmas pre-
sentan un caracter mas diferenciado, destacando la
abundancia mitocondrial y de cisternas de reticulo
endopldsmico rugoso, asi como de vacuolas lipidicas en
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Figura 2. Caso 1. Zona tumoral epitelial sélida hipermnefroide. Células
tumorales de citoplasma diferenciado, rico en organulos, incluyendo
vacuolas lipidicas multiloculares {(vml).

organizacién multilocular. Al margen de su arquitectura,
periféricamente la tumoracién presenta una ldmina basal
continua de relacion con el estroma renal que la separa
de las estructuras vecinas.

El componente tubular nefrénico lo constituyen tubos
proximales y distales en su mayoria con signos displasicos
(Fig. 3). Estos cambios se evidencian en las células tubu-
lares por modificaciones nucleares y citoplasmicas con
una amplia gradacién de intensidad. El polimorfismao
nuclear se manifiesta por grados de wrregularidad en la
forma, el tamaiio y la distribucién de la cromatina. El cito-
plasma recuerda el propio de las correspondientes células
tubulares normales, sobre todo por el cardcter arquitectd-
nico y la mutua relacion. Asi, en los tibulos proximales,
las células tienden a la morfologia prismadtica. mientras
que en los tubos distales son ctibicas. Las luces tubulares
centrales aparecen redondeadas y con grados diversos de
amplitud en el caso del componente distal y enteramente
ocupadas por microvellosidades en el caso de los tibulos
proximales. En la distorsién citopldsmica de las células
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tubulares destacan las modificaciones mitocondriales, irre-
gularmente vacuolizadas, y la presencia de numerosos.
cuerpos densos intracitoplasmicos de cardcter lisosomial y
apariencia autofagosémica. En los tubos displdsicos desta-
ca su marcado refuerzo del citoesqueleto ectoplasmico
basal, con la evidencia de haces de filamentos intermedios
asociados a densificaciones del plasmalema. Perifé-
ricamente a los tubos se aprecia una ldmina basal continua
con frecuentes protrusiones citopldsmicas hacia el estroma.

El tejido intersticial, asociado a los tibulos displdsi-
cos v al tumor infiltrante, presenta signos de hiperplasia
celular (Figs. 3 y 4). Esta hiperplasia se evidencia por el
incremento de células de tipo fibrobldstico; son células
estrelladas. de nicleos irregularmente ovales y citoplas-
mas densos con abundantes vacuolas de contenido gru-
moso proteindceo. En conjunto estas células adoptan
una morfologia reticular entre cuyas mallas se disponen
el resto de los elementos estrOmicos intersticiales,
incluidos los vasculares.

Los numoriers (Fig. 3) o tumoraciones microscopicas
aparecen como formaciones esferoidales bien delimita-
das, con la apariencia de ser nidos aislados de cardcter
solido, constituidos por la agrupacién de células tumora-
les indiferenciadas. Carecen de caracteres organicos rena-
les, por lo que se distinguen facilmente de los tibulos
displdsicos. Estos tumorcitos poseen una evidente ldmina
basal continua periférica en relacién con el estroma. !

Como ya hemos sefialado, la mayor parte de la mues-
tra corresponde a un tumor infiltrante cuyo crecimiento
intersticial separa las estructuras tubulares de las glome-
rulares. Pero en esta relacién los limites del tejido tumo-
ral son netos y las células tumorales periféricas presen-
tan una lamina basal continua de relacién con el estro-
ma. al igual que también la presentan los tibulos veci-
nos. Esta situacién de perfecta separacion se ve modifi-
cada puntualmente en dos zonas: una, donde el tumor se
relaciona con una estructura tubular remanente de cardc-
ter distal, sin signos displasicos (Figs. 5 y 6), y otra,
donde el tumor se relaciona con las células de una hiper-
plasia intersticial (Figs. 7 y 8). En ambas se producen
relaciones intercelulares de contacto directo. En la con-
tinuidad tibulo-tumor se trata de una drea tumoral ade-
noidea ‘ciliada v las células tumorales contactan con las
células tubulares en el punto de fusién de estructuras,
produciéndose también una continuidad entre la luz
tubular v una cavitacién intratumoral. Bordeando la
zona de contacto, la ldmina basal tumoral se continda
con la ldmina basal tubular, quedando entre ambas teji-
do intersticial (Figs. 5 v 6). En la continuidad tumor-
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Figura 3. Caso 1. Nédulo tumoral microscopico (fumorfet = Tmt) en la
zona renal cortical con intensa displasia tubular (TbD) y moderada
hiperplasia intersticial (HI). El foco tumoral esta formado por células de
elevada relacién N/C, nicleos eucromatinicos y citoplasmas indiferen-
ciados ricos en microvacuolas lipidicas. Las células de los tibulos
displasicos presentan cambios poiquilociticos, destacando en el
nacleo la irregularidad del patrén cromatinico y en el citoplasma la fre-
cuencia de vacuolas y cuerpos densos.

hiperplasia intersticial el contacto se establece entre las
células tumorales, ricas én lipidos, de una area hiperne-
froide sélida, y las células fibroblastoides reticulares,
con vacuolas grumosas, de una porcion de intensa hiper-
plasia intersticial (Figs. 7 y §).

Caso 2

Los caracteres generales del componente tumoral y de
las estructuras renales relacionadas son semejantes al
caso 1, por lo que obviamos detallar sus caracteres ultra-
estructurales. b

También como en el caso anterior, el tumor infiltra
las estructuras renales remanentes, conservando sus li-
mites excepto en una zona donde se produce el contacto

entre el tibulo y el tumor: En esta drea el tumor posee la
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tipica arquitectura epitelial s6lida, y las células tumora-
les presentan una morfologia general muy préxima a las
c€lulas tubulares. Se diferencian de ellas por la irregula-
ridad nuclear, la riqueza citopldsmica en rhicrovacu@las
lipidicas y la presencia de luces interceluldres e ihtréce-
lulares con cilios protruyendo hacia su interibr. La rela-
cién entre el tumor y los tibulos es muy estrecha, ﬁero
entre ellos existe una separacién conectiva. Esta situa-
cidn, sin embargo, estd modificada en una pequefia zona
donde las c€lulas tubulares establecen contacto directo
con las células tumorales, sin interposicion de basales o
elementos matriciales (Figs., 9 y 10). ‘

DISCUSIO

Los dos tumores renales estudiados son estadios avan-
zados del modelo de carcinogénesis hormonal experi-

Figura 4. Caso 1. Hiperplasia intersticial limitada por tubulos displasi-
cos (TbD). Red de células fibroblastoides, irregularmente estrelladas,
con abundantes vacuolas citop[ésmicés (") de contenido grumoso, pro-
bablemente protecgiucanos, relacionada con la matriz conectiva estré—
mica vascularizada con capilares (cap). |
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Figura 5. Caso 1. Visién panoramica de la relacion de continuidad
entre el epitelio tubular renal y el tumor. La luz tubular (LTb) se continda
por la falsa luz tumoral (LTm), estableciéndose una continuidad entre
las células tubulares (CTb) y las células tumorales (CTm).

mental de] hamster dorado sirio producido por intoxica-
cién crénica con DES. La administracién prolongada de
DES produce en el rifién del hdmster sucesivos cambios
de cardcter multifocal. Inicialmente, y antes de que se
detecte la existencia de tumores, se evidencian modifi-
caciones que afectan al componente tubular nefrénico y
a las células del tejido intersticial de la corteza renal.
Son las lesiones genéricamente denominadas displasia
tubular e hiperplasia intersticial (5, 7-11). Los primeros
tumores aparecen como pequeflos nidos de células
neoplésicas (tumorlets) en el espacio intertubular, sélo
observables microscépicamente (9-11). Un sevundo es-
tadio tumoral viene dado por la presencia de pequenos
ndédulos tumorales, macroscépicamente detectables, que
no modifican la forma del rifién ni aumentan su tamaino
(9). El estadio final lo constituyen los tumores infiltran-
tes establecidos, que distorsionan la morfologia del
rifién y alcanzan en ocasiones grandes dimensiones, 1le-
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Figura 6. Caso 1. Detalle de la relacién de continuidad entre el epitelio
tubular renal y el tumor. Las células tubulares (CTb) establecen continui-
dad con'las células tumorales (CTm). También se observa la [amina basal
tubular (bTb), la lamina basal tumoral (bTm) y la célula intersticial (IC).

gando a invadir el peritoneo y los 6rganos vecinos (9).
Nuestros tumores se corresponden con este tltimo esta-
dio y estdn formados por diversos patrones de organiza-
cidn, asocidndose a lesiones renales displdsico-prolifera-
tivas. Son, por tanto, la tipica expresién florida de carci-
nogénesis renal progresiva en el hamster inducida por
estrégenos. ‘

La relacion de continuidad entre e] tumor renal y el
epitelio tubular fue seflalada y documentada por
Kirkman y Robbins en 1959 (5). Se trata de dos tumores
renales producidos en hdmsters macho, uno de ellos con
la implantacién de pellets de estilbestrol y testosterona
durante 368 dfas y el otro con pellet de estradiol implan-
tado en el bazo durante 302 dfas. También son estadios
avanzados del modelo hormonal de carcinogénesis renal
del hdmster. Las fotografias publicadas evidencian en
ambos casos tumores de organizacion epitelial, que fo-
calmente establecen relaciones de continuidad con es-
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Figura 7. Caso 1. Vision panoramica de la relacion de continuidad
entre la hiperplasia intersticial reticular fibroblastoide y el tumor hiper-
nefroide, por contacto entre las células hiperplasicas intersticiales
{(CHL!) con vacuolas citoplasmicas de contenido grumoso (*) y células
tumorales (CTm) con vacuolas. lipidicas multiloculares (\/ml).

tructuras tubulares del séglnento distal, sin que se Qbser—
ven cambios displasicos en los tibulos relacionados.
Existe, por tanto, un estrecho paralelismo entre nuestros
casos y los de Kirkman y Robbins: en todos ellos la rela-
cién se produce entre tdbulos de morfologia distal, sin
signos displésicos, y la tumoracién infiltrante posee un
cardcter epitelioide. En él caso 1 el contacto se estable-
ce con una porcién adenoidea del tumor y en el caso 2
con una zona de cardcter sélido epitelial hipernefroide,
tratdndose de la primera;aportaciéon ultraestructural do-
cumentada donde se evidencia la relacion directa entre
el tumor renal y el tibulo.

Kirkman y Robbins consideran que la continuidad td-
bulo-tumor (*“continuity of recognizable tubular elements
with unmistakable clusters of tumor cells, with no inter-
vening basement membrane”) es uno de 1os criterios razo-
nablemente conclusivos de que los tumores renales de-
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Figura 8. Caso 1. Detalle de la relacion de continuidad entre la hiper-
plasia intersticial reticular fibroblastoide y el tumor hipernefroide, por
contacto entre las células hiperplasicas intersticiales (CHI) con vacuo-
las citoplasmicas de contenido grumoso (*) y céluias tumorales (CTm)
con vacuolas lipidicas multiloculares (vml) y dotadas de una lamina
basal (bTm) periférica.

pendientes de la hormona son carcinomas renales. Sin
ernbérgo= estos autores autocritican esta opinion seﬁala“n—
do la posibilidad de que la continuidad entre el tibulo y el
tumdr pueda deberse a una fusién secundaria (5). N uestra
interpretacion difiere de la expresada por ellos, ya que
consideramos que la continuidad tdbulo-tumor en nues-
ros casos es de cardcter secundario, es decir, el tumor no
se ha producido por transformacién maligna de la porcién
tubular especifica de contacto, y nos sorprende que exis-
tiendo asociado al tumor un amplio abanico de lesiones
displdsicas tubulares, la continuidad tumor-tiibulo se pro-
duzca precisamente con tibulos sin cambios displasicos.

Respecto a los caracteres ultraestructurales de la
hiperplasia intersticial y de la relacién de continuidad
tumor-hiperplasia, no conocemos que existan anteceden-
tes en la literatura. La hiperplasia intersticial ha sido defi-
nida en la carcinogénesis por estrégenos como lesién pre-
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Figura 9. Caso 2. Visién panoramica de la relacion de continuidad
entre el tumor y el epitelio tubular renal. Zona de continuidad (*) entre
células tumorales (CTm) y células tubulares (CTb).

tumoral (5, 7-10, 13). Sin embargo, las descripciones
habitualmente la abordan con un caricter general y co-
mo fase carcinogenética relacionada con la aparicién de
focos tumorales tempranos (7), o en relacién con tumo-
res de morfologia mesenquimal o sarcomatosa (5). La
relacién de continuidad tumor-hiperplasia intersticial por
contacto intercelular directo, como en el caso de la rela-
cién tumor-tibulo, también la interpretamos como de
cardcter secundario. Esta opinién se basa en que tal con-
tacto se produce de forma brusca, sin que existan cambios
transicionales entre las células de apariencia fibroblastica,
organizadas en red, de la hiperplasia intersticial y las célu-
las tumorales, con organizacién epitelioide.

Obviamente no es posible hacer ningtin tipo de valo-
racién estadistica sobre la frecuencia de las continuidades
tumor-tibulo o tumor-células intersticiales descritas. Sin
embargo, el hecho de haberlas podido demostrar en una
serie tan corta basandonos en diminutos fragmentos equi-
valentes a pocas centésimas del material total, y sin seguir
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Figura 10. Caso 2. Detalle de la relacion de continuidad entre las célu-
las tumorales (CTm) y las células tubulares (CTb).

una sistemadtica rigurosa de cortes seriados, nos induce a
pensar que tales contactos no son excepcionales.

Ya hemos indicado nuestro escepticismo a valorar la
continuidad como argumento histogenético, ni tampoco
es posible que hagamos demasiadas consideraciones s6lo
con la base morfoldgica. Sin embargo, es indudable que
para que las células de los tumores DES dependientes del
rifién del hdamster puedan establecer contactos directos
con células renales con fenotipos tan distintos como son'
las tubulares tipo epitelial y las intersticiales tipo fibro-
blastoide, precisan poseer un sistema de sefializacién con
caracteres excepcionales. La capacidad para establecer
contactos directos con diferentes tipos celulares, como los
linfocitos T. no estd ni mucho menos generalizado en las
células tumorales. y posiblemente esta propiedad tenga un
cardcter inusual y serfa otra mds a afiadir a los singulares
caracteres de estos sorprendentes tumores.

En conclusion, el presente estudio demuestra inequi-
vocamente, utilizando técnicas ultraestructurales que en
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