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RESUMEN

Se han estudiado las alteraciones del metabolismo mineral en ratas con im-
plante intramuscular de una cepa de tumor de Walker 256. Hemos encontrado
que el tumor induce en los animales hipofosfatemia (a partir del cuarto dia postim-
plante) e hipercalcemia (a partir del octavo dia postimplante), junto con un au-
mento de la excrecion renal de estos iones, anteriores al deterioro de la funcién
renal (desde el décimo dia tras el implante). Ademds, a los ocho-diez dias después
del implante las ratas excretan menos sodio en la orina respecto al grupo control.
No hemos encontrado alteraciones en el magnesio, sodio, potasio, bicarbonato y
en cociente cloroffosfato séricos ni en el magnesio y potasio en la orina de las ratas
a los ocho-diez dias del implante. Tampoco encontramos niveles de fosfatasa alca-
lina sérica distintos de los del grupo control. El estudio histomorfométrico del fé-
mur de rata revelé un aumento de los pardmetros de reabsorcién ésea inducido
por el implante. Estas caracteristicas son similares a las observadas en ciertos pa-
cientes con hipercalcemia tumoral.

Palabras clave: Metabolismo mineral. Hipercalcemia tumoral. Tumor de Walker
256.

CHARACTERIZATION OF A RAT TUMOR INDUCING CHANGES
IN MINERAL METABOLISM

SUMMARY
Certain features of mineral metabolism have been studied in rats bearing an

intramuscularly transplanted strain of Walker 256 carcinosarcoma. The tumor
induced hypophosphatemia and hypercalcemia by days 4 and 8, respectively, after
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tumor transplantation. An increased renal excretion of calcium and phosphate was
also observed before renal impairment appeared from day 10 in the tumor-bearing

animals.

In addition, by 8-10 days, the tumor-bearing group excreted less sodium in urine
compared to the control group. By this time, magnesium, sodium, potassium,
bicarbonate and chloride/phosphate ratio in serum and renal magnesium and
potassium excretion were unchanged in tumor-bearing rats. Moreover, serum .
alkaline phosphatase levels did not differ between the two groups of rats.
Quantitative bone histomorphometry showed increased indices of bone resorption
in the tumor-bearing rats. These findings are similar to those described in humoral
hypercalcemia of malignancy in humans.

Introduccion

Una diversidad de tumores de distinto origen se
asocian comunmente con hipercalcemia en ausencia
de signos de metastasis 6seas o hipercalcemia de tipo
humoral (HTH). Algunas caracteristicas, aunque no
todas, de este sindrome implican alteraciones de la
funcién renal que son comunes a las del hiperparati-
roidismo primario. Aunque ain se desconoce con
exactitud la naturaleza del agente (o agentes) respon-
sable de las alteraciones observadas en este sindro-
me, estudios recientes sugieren que posee algunas de
las propiedades de la parathormona (PTH), pero es
de peso molecular mayor '3, En los dltimos afios se
han utilizado algunos tumores animales como mode-
los experimentales de este sindrome ' % °. Entre
ellos, el carcinosarcoma Walker 256 es un tumor pri-
mario de mama trasplantable en la rata, una de cuyas
variedades induce alteraciones similares a las de la
HTH. Recientemente se ha conseguido purificar par-
cialmente de células de esta variedad de tumor un
factor con propiedades caracteristicas de los factores
transformantes del .crecimiento capaz de reabsorber
hueso «in vitro» 8

En este trabajo describimos algunas caracteristicas
que afectan al metabolismo mineral, de una cepa
perteneciente a la variedad hipercalcemiante del tu-
mor de Walker 256. Esta linea tumoral ha sido exten-
samente utilizada en nuestra institucién para el estu-
dio del mecanismo responsable de la hipoglucemia
asociada a las neoplasias 7.

Material y métodos

Implante del tumor

Se utilizaron ratas Wistar hembras de unos 200 g.
de peso, alimentadas con una dieta estindar y agua
«ad libitum». El implante del tumor se realizd por
inoculacién de fragmentos de 100 mg. de tejido. tu-
moral i.m. en uno de los miembros delanteros del
animal. El maximo desarrollo del tumor en estas con-
diciones se alcanza en un periodo de doce-trece dias

después del implante '°. No se evidenciaron metas-
tasis esqueléticas o en otros érganos mediante crite-
rios anatomopatoldgicos o radiolégicos.

Andlisis de variables bioquimicas

La excrecion de los pardmetros bioquimicos se es-
tudié colocando a los animales portadores de tumor
o controles normales, sin implante de la misma edad
y sexo, en jaulas metabdlicas para recoger la orina
excretada durante dieciocho horas de ayuno. Los di-
ferentes pardmetros séricos se analizaron a partir de
muestras de sangre tomadas a los animales en ayunas
a los diferentes dias después del implante.

El calcio y el magnesio en suero y en orina se ana-
lizaron por espectroscopia de absorcidon atémica
(Perkin-Elmer, mod. 305B). El fosfato sérico y el uri-
nario se midieron por el método de Fiske-
Subbarow '' y la creatinina en suero y en orina se
determinaron por colorimetria, usando la reaccién de
Jaffé 2. El resto de las variables bioquimicas estudia-
das se determinaron en un autoanalizador SMAC 20
(Technicon) (proteinas y fosfatasa alcalina) y en un
autoanalizador ASTRA 4 (Beckman) (sodio, potasio y
bicarbonato).

Andlisis histolégicos

El rindn se fijo en formol 10 % vy se incluyé en
parafina. Los cortes de 7 um de espesor, efectuados
con micrétomo, se tifieron con hematoxilina-eosina.

El fémur se fijé en alcohol 70 %, se deshidraté con
concentraciones crecientes de acetona y se incluy6
en metilmetacrilato de bajo peso molecular. Se reali-
zaron cortes de 5 pum de espesor mediante un micré-,
tomo tipo K de Jung provisto de una cuchilla con filo
de carburo de tungsteno (perfil HK2), que fueron te-
nidos con hematoxilina-eosina y tricrémico de Gold-
ner. Las medidas morfométricas se realizaron me-
diante un sistema semiautomatico integrado por un
microscopio con camara clara y un tablero digitaliza-
dor conectado a un ordenador (Morphomat 30,
ZLeiss).

El analisis estadistico se realizé mediante la prueba
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de la «t» de Student no emparejada y el andlisis de la
varianza.

Resultados

La figura 1 muestra los cambios en los niveles de
calcio, de fosfato y de creatinina, en el suero de las
ratas, a los diferentes dias tras el implante tumoral.
Como puede observarse, la calcemia se mantuvo
dentro del rango normal hasta el séptimo dia, elevan-
dose después de un modo exponencial hasta alcan-
zar una meseta hacia el duodécimo dia tras el im-
plante. Por el contrario, el fosfato sérico disminuyé
significativamente respecto al grupo control desde el
cuarto dia hasta el décimo tras el implante, después
del cual se elevé (no significativamente), aunque sin
llegar a normalizarse (fig. 1). Las cifras de creatinina
en suero fueron aumentando desde el sexto dia, so-
brepasando el rango normal a partir del décimo dia
después del implante (fig. 1). Asi pues, a los ocho-
diez dias después del implante las ratas presentaron
hipercalcemia e hipofosfatemia, con, una funcién re-
nal normal estimada por los niveles de creatinina sé-
rica y por examen histolégico del rinén, que no reve-
16 signos de nefrocalcinosis cortical o medular. Du-
rante este periodo los animales portadores del tumor
perdieron 10-30 g. de peso corporal y sus niveles de
proteinas séricas descendieron a 5,2 £ 0,1 g/l. (n =
9), frente al valor del grupo control: 6,4 £ 0,1 g/l. (n
= 13) (X £ ES p < 0,001), mientras que la masa
tumoral alcanzé 3-10 g. en el mismo periodo.

Como puede observarse en la tabla !, las variacio-
nes en el calcio y en el fosfato sérico se reflejan en
aumentos muy significativos en la excrecién urinaria
de ambos iones a los ocho-diez dias tras el implante
tumoral. Al mismo tiempo, no observamos variacio-
nes estadisticamente significativas respecto a los con-
troles en el magnesio sérico y en el excretado en la
orina, en el cociente cloro séricoffosfato sérico y en
el bicarbonato sérico (tabla ). Tampoco encontramos
diferencias significativas en el potasio y en el sodio
séricos (datos no mostrados) ni en la excrecién de
potasio en las ratas a los ocho-diez dfas tras el im-
plante, aunque la excrecién de sodio disminuyé por
debajo del limite de deteccién del autoanalizador (<
10 mmol/l.) respecto al grupo control (0,61 * 0,05
mmol/l. FG, X £ ES, n = 14). La fosfatasa alcalina en
el suero de los animales portadores del tumor duran-
te ocho-diez dias fue indistinguible de la del grupo
control (tabla 1). :

Los fémures de rata durante este periodo tras el
implante no mostraron signos de metastasis tumoral.
En cambio, presentaron un marcado aumento del nd-
mero de osteoclastos y de las superficies de reabsor-
¢ién, especialmente en la cortical cercana al tumor
(10 y cinco veces mayor que en el hueso de rata nor-
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mal, respectivamente) (fig. 2). Al mismo tiempo, en
el hueso de rata con tumor, el volumen trabecular
era unas dos veces inferior al del hueso normal.

Discusion

Actualmente se conocen pocos modelos de tumo-
res experimentales productores de alteraciones en el
metabolismo mineral similares a las observadas en
sujetos con ciertas neoplasias, conocido como sin-
drome de HTH ' * 5, Uno de estos modelos es una
variedad del carcinosarcoma de Walker 256, induc-
tor de este sindrome en la rata a través de un meca-
nismo adn incompletamente caracterizado ¢ 7.

En el presente estudio hemos encontrado que el
implante i.m. de una cepa tumoral de Walker 256
induce en las ratas portadoras hipercalcemia e hipo-
fosfatemia, junto con un aumento de excrecién renal
de estos iones, asociadas al desarrollo del tumor. Asi,
la hipercalcemia se observg a partir del octavo dia,
alcanzando un méximo hacia el duodécimo dia des-
pués del implante. Los niveles de fosfato sérico fue-
ron inferiores a los del grupo control desde el cuarto
hasta el duodécimo dia después del implante, inde-
pendiente de la calcemia, y sélo tendieron hacia los
de los controles al duodécimo dia, cuando la creati-
nina sérica estaba elevada indicando el deterioro de
ta funcién renal.

Nuestros resultados estan de acuerdo con los de
Minne y cols. ® y de Schmidt-Gayk y cols. 7, aunque
los cambios que observan en la calcemia y en la fos-
fatemia estos grupos son mas precoces que los de
nuestro estudio, quizd debido a diferencias en la ce-
pa tumoral y/o en la estirpe de rata receptora del im-
plante. Estos cambios en los niveles séricos y urina-
rios de calcio y de fosfato reflejan alteraciones en el
metabolismo de estos iones similares a los que se ob-
servan en sujetos con HTH o hiperparatiroidismo
primario 2. Estas alteraciones son al parecer induci-
das por una familia de factores con capacidad para
reabsorber hueso y/o alterar la reabsorcién tubular
del calcio y del fosfato, ‘alguno de los cuales, aunque
no todos, actian en parte a través de receptores para
la PTH > . Sin embargo, al igual que otros grupos,
no hemos encontrado en nuestras ratas con implante,
alteraciones en el bicarbonato o en la relacién cloro
séricoffosfato sérico, parametros bioquimicos altera-
dos en los estados hiperparatiroideos 2 '°. En nues-
tro estudio las ratas a los ocho-diez dias del implan-
te, cuando la funcién renal es atn normal, no pre-
sentan alteraciones ni en la magnesemia ni en la ex-
crecién urinaria de magnesio a pesar de la hipercal-
cemia. Este hecho podria deberse a un aumento de la
reabsorcion proximal del magnesio como corsecuen-
cia de la deplecién de volumen en las ratas con im-
plante (ver mas adelante) '®. Aunque tampoco podria



“MODELO TUMORAL DE RATA

A
3.5
=
g 301
£
3
g
o
)
(1]
)
20-
r LE v L I
4 6 8 10 12

Dias postimplante

B
=
o
E
£
o
v
g
2
N
8
1.5-
r L] I L} L o
4 6 8 10 12
Dias postimplante
4 C
200+
<
g .
3 1504
S
3
2
2 1004
g
&)

T T ~1
4 6 '8 10 12

Dias postimplante

Fig. 1.—Variaciones en el calcio (A), fosfato (B) y creatinina (C) séricos en ratas portadoras i.m. de tumor de Walker 256. Las zonas
sombreadas corresponden al rango normal respectivo. Cada punto representa la media * ES.
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Tabla I. )
implante y en ratas controles (X % ES)

Variables bioquimicas en ratas portadoras de carcinoma de Walker 256 a los ocho-diez dias del

Controles Walker 256 P
Aclaramiento de creatinina (ml/min.) ... ... . ..., 0,48 £ 0,03 (18) 0,42 + 0,04 (10) NS
Excrecién urinaria de calcio (umol/l. FG) ............ 14£3 (16) 152 £38 (9) < 0,001
Excrecién urinaria de magnesio (umol/l. FG) ......... 177 £ 21 (14) 133+ 21 (10) NS
Excrecioén fraccional de fosfato (%) ................. 19+ 2 (13) 41 + 4 an < 0,001
Excrecion urinaria de potasio (mmol/l. FG) .......... 1,28 + 0,05 (17) 1,42 £ 0,12 (10) NS
Calcio sérico (mmol/l.) ........................... 2,50 £ 0,02 (017) 2,95 £°0,06 (10) < 0,001
Magnesio sérico (mmol/l.) . .......... .. ... ... ... ... 0,89 + 0,02 (18) 0,84 + 0,03 (9) NS
Fosfato sérico (mmol/l.) ........................... 2,03 = 0,10 (13) 1,80 £ 0,07 (1) < 0,05
Cloro séricoffosfato sérico ...............couivui... 18,6 £ 0,9 (13) 20,1 + 1,4 6) NS
Bicarbonato sérico (mmol/l.) ............ ... ..... 20,8 + 0,6 (22) 20,5+ 0,8 (7) NS
Fosfatasa alcalina (U/L) ... ... ... .............. 1037 (7) 99 + 11 ° (8) NS

Fig. 2.—Superficie
cortical interna de
la tibia cercana al
lumor de una rata
| con implante. Se
ohservan
numerosos
osteoclastos en
una laguna de
Howship
ttricromico de

__{ Goldner, 400 x).

descartarse un posible efecto directo de alguno de los
factores segregados por el tumor sobre la reabsorcion
tubular del magnesio. Tal efecto sobre la reabsorcion
tubular del magnesio y/o del calcio es dificil de eva-
luar con los datos mostrados eneste estudio, ya que
en este sindrome existe un aumento de carga filtrada
de calcio y ambos cationes parecen compartir, al
menos parcialmente, un mecanismo comfn de trans-
porte en el tdbulo renal '”. No hemos encontrado
cambios en los niveles de potasio en suero y en orina
en las ratas con implante. Aunque el sodio en suero
de estas ratas era normal, los niveles de este catién
en la orina fueron inferiores a los del grupo control.
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Este efecto esta posiblemente en relacién con una
mayor reabsorcién proximal del sodio inducida por
la hipercalcemia, que ocurre como una compensa-
cion al efecto diurético inicial sobre el sodio produci-
do por el aumento en la carga filtrada de calcio en
las ratas con implante '®. El aumento de los pardme- .
tros de reabsorciéon Gsea, en ausencia de metastasis
en el fémur de rata a los ocho-diez dias del implante,
indica una accién humoral del tumor sobre el hueso.
Al mismo tiempo, el hallazgo de un volumen trabe-
cular disminuido en la rata con implante podria ser
consecuencia tanto de un aumento de reabsorcién
osea como de una disminucién de formacion de hue-



50, 0 de ambos, como ocurre en la HTH humana '°.
Los niveles de fosfatasa alcalina, un marcador de la
actividad de formacién 6sea, fueron normales (y no
elevados) en el suero de las ratas a los ocho-diez dias
del implante, aunque este pardmetro es normal en un
porcentaje variable de casos en que existe un recam-
bio 6seo aumentado 2. Por tanto, sin una cuantifica-
cién de parametros osteoblastlcos, no podemos esta-

blecer definitivamente la existencia de un desacopla-

miento 6seo en nuestro modelo tumoral.

De estos datos se deduce que, en nuestra experien-
cia, el carcinosarcoma de Walker 256 implantado en
rata exhibe caracteristicas bioquimicas e histomorfo-
métricas, algunas comunes a los estados hiperparati-
roideos, desarrolladas en un periodo de tiempo corto
(ocho-diez dias), que lo hacen un modelo idéneo pa-
ra el estudio de los mecanismos inductores de las al-
teraciones del metabolismo mineral asociadas a cier-
tas neoplasias.
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