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RESUMEN

En el presente trabajo se hace una revisién de la neurocarcinogénesis quimica,
con especial referencia a los tumores del Sistema Nervioso inducidos por etil-nitro-
sourea en la rata Wistar. El estudio morfolégico de los tumores del Sistema Ner-
vioso Central y del Sistema Nervioso Periférico inducidos por exposiciéon prenatal
a este carcindgeno (50 mg/kg dia 17 de gestacién) muestra la apariciéon de tumores
compatibles con un diagnéstico histolégico de schwannoma maligno o de oligo-
dendroglioma. Sin embargo, los estudios inmunohistoquimicos y ultraestructurales
permiten clasificar a estos tumores, independientemente de su morfologia, como
tumores malignos, de tipo neuroectodérmico indiferenciado, con posibilidad de
diferenciacion hacia lineas neuronales y gliales. Sus caracteristicas biolégicas y su
posible diagnéstico in vivo, por medio de Resonancia Magnética, hacen que este
modelo de neurocarcinogénesis sea extraordinariamente ttil para valorar el efecto
de nuevos tratamientos farmacolégicos, aplicables a tumores cerebrales malignos
en el hombre.
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SUMMARY

Morphological study of the experimental neurocarcinogenesis induced
by nitrosoureas

This work shows a revision of the chemical neurocarcinogenesis, with special
reference to the Nervous System tumors induced by ethyl-nitrosourea in the Wistar
rat. Prenatal administration of this carcinogen (50 mg/kg, day 17 of pregnancy)
induces Nervous System tumors with histological features of malignant
schwannomas or oligodendrogliomas. However, and independently of their
morphology, the immunohistochemical and ultrastructural studies allow to classify
to these tumors as undifferentiated malignant tumors, with tumor cells showing
possible differentiation toward neuronal and glial phenotypes. Their biologic
properties and their possible diagnosis in vivo, by means of Magnetic Resonance,
make this neurocarcinogenesis model to be extraordinarily useful to value the
effect of new drug treatments, applicable to human malignant brain tumors.

Keywords: Ethyl-nitrosourea.—Experimental brain tumors.—Neurocarcino-
genesis.

INTRODUCCION

El descubrimiento de los carcinégenos quimicos ha estimulado la
investigacion neuro-oncolégica ya que, tras su aplicacién sistémica,
estos compuestos inducen un alto indice de tumores en el Siste-
ma Nervioso Central (SNC) y en el Sistema Nervioso Periférico (SNP)
(1-23). Algunos de estos compuestos tan sélo de forma ocasional in-
ducen tumores en el SNC de animales adultos, pero representan, sin
embargo, poderosos agentes neuro-oncogénicos cuando se adminis-
tran transplacentariamente o durante las primeras etapas del desarro-
llo de la vida postnatal. La capacidad de inducir tumores neurogéni-
cos depende en muchos casos del modo de aplicacién de carcinégeno,
y asi, compuestos como el 20-metilcolantreno, 1,2,5,6-dibenziantrace-
no y 3,4-benzopireno sélo producen tumores en el Sistema Nervioso
después de su aplicacion local (24). Por otra parte, algunos de los
compuestos quimicos que inducen tumores neurogénicos tras su ad-
ministracion sistémica pueden ademas producir tumores locales en el
lugar de aplicacion. Sin embargo, en las ultimas décadas se ha sena-
lado la superioridad de los compuestos nitrosos para desarrollar tu-
mores cerebrales experimentales. La mayoria de los compuestos nitro-
sos actiian como potentes agentes neuro-oncogénicos que favorecen
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la aparicién de tumores selectivos en diferentes 6rganos, ademas de
los propios del Sistema Nervioso, siendo eficaces en un amplio rango
de animales experimentales. Entre ellos, destacan la N-metil-nitro-
sourea y la N-etil-nitosourea.

La metilnitrosurea (MNU) fue el primer carcinégeno quimico
utilizado, que producia un alto indice de tumores en el Sistema
Nervioso después de su administracién sistémica (5). Su efecto neu-
ro-oncogénico en ratas depende en gran medida del modo de aplica-
cién. La administracién en ratas adultas de una sola dosis de MNU
(70-100 mg/kg) induce el desarrollo de tumores malignos en varios
organos y tejidos. Sin embargo, en este caso, los tumores cerebrales
estan practicamente ausentes (25) o aparecen con una incidencia
menor del 10% de los animales experimentales. Cuando la MNU es
administrada en dosis repetidas de forma oral induce tumores cere-
brales en un 65-80% de los animales experimentales, entre un 54-
72% cuando se aplica intraperitonealmente y en un 38% cuando se
inyecta de manera subcutdnea. Este hecho parece ser debido a la
gran inestabilidad que presenta la MNU in vivo, lo que resulta en
una parcial degradacion de la molécula en el lugar de aplicacién y
por lo tanto una disminucién de la concentracién de MNU que entra
en la circulacion sistémica. La administracion intraperitoneal, oral o
subcutanea de la MNU puede provocar también la aparicién de tu-
mores locales en el lugar de aplicacién, ademas de los inducidos en
el Sistema Nervioso.

La administracién crénica de etilnitrosurea (ENU) en ratas BD
adultas (10 mg/kg semanal, dosis total de 250 mg/kg) induce tumores
neurogénicos en el 25% de los animales. Una simple inyeccién intra-
venosa de 60, 140 y 200 mg/kg induce tumores en el Sistema Nervio-
so en el 6, 45 y 60% de los animales, respectivamente. Por otra parte,
una sola inyeccién intravenosa de 40-80 mg/kg en ratas en el dia 15
de gestacion, induce tumores malignos en el SNC y SNP en el 98-
100% de la descendencia. Por otra parte, la incidencia, distribucién,
histologia de los tumores y el tiempo de supervivencia de los anima-
les se ven influenciados por la especie y la edad de los animales,
ademas de por la dosis y el modo de aplicaciéon del carcinégeno.

Los tumores inducidos por ENU en el Sistema Nervioso son mor-
fol6gicamente similares a los oligodendrogliomas y «schwannomas»
de la neuropatologia humana y el estudio de las etapas precoces del
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desarrollo de los tumores experimentales inducidos por nitrosureas
sugieren que la mayoria de los gliomas se originan en la regién de
la placa subependimaria del tubo neural que deriva directamente
de la capa germinal. Esta capa representa una zona activa de divi-
si6n y diferenciaciéon celular, y es posiblemente la zona blanco para
el carcinégeno.

La secuencia del desarrollo de los tumores cerebrales inducidos
por la administracién transplacentaria de ENU en ratas muestra un
periodo de latencia que es el intervalo de tiempo transcurrido entre
el nacimiento y las primeras manifestaciones neurolégicas. Este
periodo generalmente se ha estimado entre 5 6 6 meses. Cuando se
sacrifican los animales durante este periodo de tiempo, se pueden
observar lesiones tumorales con distintos grados de desarrollo.

Teniendo en cuenta los escasos datos de que atn se dispone acer-
ca de las caracteristicas biol6gicas de los tumores inducidos por ENU
en la rata Wistar, ademas del gran nimero de dudas que existen sobre
la correcta clasificacién de los tumores inducidos por nitrosoureas en
roedores y las recientes observaciones ultraestructurales acerca de que
algunos de estos tumores incluyen células indiferenciadas, nos plan-
teamos como hipétesis que el carcin6geno (ENU) podria actuar sobre
un elemento celular indiferenciado capaz de diferenciarse en el desa-
rrollo ontogénico de forma dual, hacia la linea glial o neuronal, en
cuyo caso, las caracteristicas de los tumores ENU-inducidos deberian
ser propias de neoplasias neuroectodérmicas primitivas.

Basandonos en la hipétesis planteada, en el presente trabajo de
investigacién hemos realizado un disefio experimental sobre la ac-
cién de la ENU en la rata Wistar, tras una dosis establecida y admi-
nistrada en el dia 17 del desarrollo postnatal, planteandonos los
siguientes objetivos: 1. Estudiar el nimero, tipo histolégico y laten-
cia de induccién de los tumores experimentales. 2. Estudiar la posi-
ble utilidad de la Resonancia Magnética convencional para el diag-
néstico in vivo de tumores cerebrales experimentales en roedores.
3. Estudiar las caracteristicas ultraestructurales de los tumores indu-
cidos por este modelo experimental. 4. Estudiar los marcadores in-
munohistoquimicos que expresan dichos tumores, al objeto de cla-
rificar las dudas actualmente existentes en la literatura acerca de su
correcta clasificacion.
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MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este trabajo hemos partido de seis ratas
Wistar adultas, gestantes. Todos los procedimientos experimentales
se hicieron de acuerdo con las directrices de la «Guia para el Cuida-
do y Empleo de Animales de Laboratorio» preparada por la National
Academy of Sciences (USA) y el Comité de Etica para experimenta-
cién con animales de laboratorio del Hospital Puerta de Hierro apro-
bé el estudio.

El dia 17 de gestacién, cada una de las ratas recibié una dosis
Unica por via intraperitoneal de ENU (50 mg/kg) en suero fisiolégi-
co. Tras finalizar el periodo de gestacion, de estos seis animales se
obtuvieron un total de 48 crias. Cada camada fue mantenida con su
madre respectiva hasta los 25 dias de edad, momento en el que
fueron mezcladas todas las crias, y se escogieron al azar 14 animales
que sirvieron de base al presente estudio. Los 14 animales fueron
mantenidos en las condiciones habituales del laboratorio, con una
temperatura ambiente aproximada de 22°C y alimentacion uniforme
(dieta A.04 de Panlab, S. A. y agua a demanda), ademas éstos fueron
evaluados diariamente hasta la aparicion de sintomas neurolégicos,
momento en que fueron sometidos a estudios de Resonancia Magné-
tica (RM) a fin de verificar la presencia de un tumor intracraneal.
Dichos estudios se realizaron mediante un aparato convencional de
uso para el diagnéstico clinico, con una intensidad de campo mag-
nético de 0,5 Teslas. Los parametros generalmente empleados fueron
un area de estudio (FOV) de 15 cm, una matriz de 192 x 192, cortes
con espesor de 2 6 4 mm, y secuencias de spin-echo (SE) con poten-
ciacion T1 y T2, y de gradient-echo (GE) con potenciacién en T1. En
la mayor parte de las exploraciones se completé el estudio con la
administracién de contraste paramagnético (gadolinio-DPTA), a la
dosis de 1 cc por via intraperitoneal. Durante el tiempo de explora-
cién (aproximadamente 30 minutos para cada caso), los animales
permanecieron anestesiados (con 0,15 cc de clorhidrato de ketamina
y 0,1 cc de valium por cada 100 gr de peso del animal) con respira-
cién espontanea y en su posicién anatémica habitual. Posteriormen-
te estos animales fueron sacrificados mediante sobredosificacién
anestésica, y sometidos de forma inmediata a estudio necrépsico
completo. Tras dichos estudios, los tumores del Sistema Nervioso
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obtenidos fueron doce tumores intracerebrales y seis tumores extra-
parenquimatosos en la base del craneo, incluyendo un tumor que
nacié en una raiz cervical de la médula espinal. Estas neoplasias se
aislaron y dividieron para su posterior estudio histolégico, inmuno-
histoquimico y de microscopia electrénica.

RESULTADOS

Tumores inducidos y periodo de latencia

Los 14 animales que sirvieron de base para el presente estudio
desarrollaron un total de 18 tumores macroscépicos del Sistema
Nervioso, de los cuales doce se hallaban localizados intracerebral-
mente a nivel de la sustancia blanca de los hemisferios cerebrales,
y seis de ellos eran tumores extraparenquimatosos originados en la
base del craneo a nivel del nervio trigémino o del ganglio de Gasser,
excepto un caso que se desarroll6 en la region cervical de la médula
espinal. En ningiin caso se encontré mas de un tumor de iguales
caracteristicas y localizacién en el mismo animal, obteniéndose, sin
embargo, cuatro animales que si habian desarrollado simultanea-
mente un tumor cerebral intraparenquimatoso y un tumor extrapa-
renquimatoso en la base del craneo. Las neoplasias que primero se
desarrollaron en los animales fueron los tumores de la regién del
ganglio de Gasser y del nervio trigémino. Estas neoplasias comenza-
ron a dar sintomas neurolégicos tras un periodo de latencia que
oscil6 entre los cuatro y siete meses después de la administracion del
carcinégeno, dandose el caso de un tumor que se extendié por la
base del craneo e invadié estructuras extracraneales. A partir de los
ocho meses dejaron de aparecer estos tumores, desarrollandose en-
tonces las neoplasias intracerebrales, que comenzaron a hacerse sin-
tomaticas entre los ocho y diez meses de edad de los animales.

Estudios de resonancia magnética
En todos los animales con un tumor cerebral macroscépico, la

RM fue positiva, delimitando claramente la localizacién y extensiéon
de la lesién. En todos los casos, los tumores detectados con la téc-
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nica de RM correspondian a neoplasias que tenian un didmetro su-
perior a los 3 mm, siendo siempre visibles macroscépicamente en el
estudio necrépsico de los animales.

A pesar de que, al menos en seis de los animales estudiados con
RM, existian en el momento de la exploracion, focos histolégicos
compatibles con los conceptos de «microtumor» o de «proliferacién
inicial neoplasica», estas lesiones no fueron detectadas con los pa-
rametros de RM utilizados. Los tumores detectados por RM fueron,
de forma caracteristica, hipointensos en T1 e hiperintensos en T2, y
también caracteristicamente, mostraron un claro aumento de sefnal
tras la administracién de gadolinio (Figuras 1y 2).

Ficura 1. A: Resonancia Magnética (RM) en fase T1, corte coronal, en un tumor
cerebral experimental inducido por exposicion prenatal a ENU. La flecha seiala
el tumor, que se delimita por su hipointensidad. B: Tumor hemisférico en RM

(fase T1, tras administracion de contraste paramagnético, corte axial) que se
delimita por su hiperintensidad.

Estudio morfolégico de los tumores con aspecto
de neurinoma

Estas neoplasias desarrolladas en la base del craneo, a partir de
los trayectos iniciales del V par craneal y el tumor localizado en la
raiz espinal, se muestran macroscépicamente, como tumores bien
definidos, que se identifican como masas de tejido tumoral de aspec-
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to fusiforme, consistencia firme y a veces quistica, apareciendo ge-
neralmente bien encapsulados (Figura 3A).

Ficura 2. RM de tumores cerebrales experimentales (flechas) inducidos
por exposicion prenatal a ENU. A: Fase T1 tras administracion de contraste,
mostrando un tumor intraparenquimatoso. B: RM (T1 tras administracion de
contraste) mostrando un tumor basal, extraparenquimatoso, localizado a nivel
del ganglio de Gasser. Cortes en proyeccion axial.

Ficura 3. Tumores basales, extraparenquimatosos, inducidos por exposicion
prenatal a ENU. A: Aspecto macroscopico del tumor (flecha), localizado a nivel
de la emergencia del nervio trigémino. B: Aspecto histoldgico del tumor.

Se aprecian células de aspecto neuronal, atrapadas en el tumor, que pueden
corresponder a neuronas del ganglio de Gasser. Entre ellas se aprecia
una poblacion de células con aspecto indiferenciado.

264



VoL. 74 (2), 257-282, 2008 ESTUDIO MORFOLOGICO DE LA NEUROCARCINOGENESIS...

El estudio con microscopia éptica, utilizando la técnica conven-
cional para microscopia 6ptica de Hematoxilina-Eosina, muestra que
estas neoplasias presentan una serie de caracteristicas histologicas
anélogas a las clasicamente admitidas en neurocarcinogénesis expe-
rimental para clasificar los «<schwanomas malignos» o «neurinomas
malignos». Se observa, por lo general, una poblacién celular muy
isomorfa, formada por células pequenas, de nacleo oscuro y mas o
menos redondeado, generalmente en posicién central, que tienen el
aspecto tipico de las células indiferenciadas. Ademas, estos neurino-
mas malignos presentan una gran celularidad y es posible observar
en ellos un elevado ndmero de figuras de mitosis. Entremezcladas
con las células pequenias de aspecto indiferenciado que constituyen
el tumor, existen en menor proporciéon una poblacion de células de
mayor tamarfio, que corresponden a neuronas atrapadas, posible-
mente provenientes del ganglio de Gasser (Figura 3B).

Por otra parte, en estas neoplasias existe una gran vasculariza-
cién, con hiperplasia de los vasos y es tipico la formacién de grandes
espacios quisticos. En algunas ocasiones, aunque muy raramente, es
posible encontrar zonas de necrosis.

Sin embargo, a pesar del gran isomorfismo celular que caracte-
riza a estas neoplasias, en algunas ocasiones, es posible observar
pequefias zonas tumorales, constituidas por una poblacién celular
que no posee el aspecto tipico de las células indiferenciadas carac-
teristicas de estos tumores, sino que se muestran como células de
aspecto fusiforme y dispuestas en empalizada, predominando en
algunos casos un tejido de aspecto compacto o, por el contrario, a
veces se puede observar la existencia de un tejido mas laxo de aspec-
to reticular.

El estudio de la expresion de marcadores inmunohistoquimicos
tanto de la linea glial como de la linea neuronal sobre estos aparen-
tes neurinomas, nos revelé que en todos los casos existia una clara
positividad a la proteina S-100 y a la sinaptofisina de forma muy
marcada. Sin embargo, la proteina de NF mostr6 una positividad en
menor grado, limitandose a determinados grupos celulares. La vi-
mentina fue claramente positiva sélo en tres de los seis casos estu-
diados y dudosamente positiva en el resto. Por ultimo la deteccién
de la PGA fue negativa en todos los casos. Los marcadores neuro-
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blasticos especificos, como el NB-84, fueron muy positivos en todos
los casos (Figura 4A).

FiGura 4. A: Positividad inmunohistoquimica al marcador neurobldstico NB-84
en las células de los tumores ENU-inducidos que se desarrollan a nivel de la base
del crdneo. B: Estudio de microscopia electrénica que muestra el cardcter
indiferenciado de las células tumorales.

En el estudio ultraestructural de estas neoplasias se observé la
existencia de al menos dos tipos celulares. Por un lado, existia un
tipo celular que correspondia a las llamadas células de Schwann
neoplasicas. Estas son células de ntucleo oscuro, cuya cromatina se
halla condensada formando un anillo en torno a la membrana nu-
clear y el citoplasma se presenta formando una serie de prolonga-
ciones ondulantes. En el interior de estas células es posible obser-
var, en algunas ocasiones, la presencia de figuras de mielina. El otro
tipo celular encontrado estaba constituido por unas células peque-
fias, de nucleo oscuro y redondeado generalmente dispuesto en po-
siciéon central. La cromatina se hallaba condensada en la periferia
nuclear. Estas células mostraban un citoplasma denso de escasa
cuantia, que presentaba abundante RER, con ribosomas y polirribo-
somas libres, asi como gran cantidad de mitocondrias de matriz
densa, lisosomas primarios y ocasionales microtibulos, mostrando
un aspecto bastante indiferenciado, semejante al de los tipicos neu-
roblastos (Figura 4B). Algunas de estas células ademas pueden
mostrar prolongaciones citoplasmaéticas, que indican su posible dife-
renciaciéon neuronal.
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Por ultimo, entremezcladas con estos dos tipos de células, era
posible observar la existencia de unas células pequefias que mostra-
ban un escaso citoplasma y una configuraciéon nuclear mucho mas
irregular, conteniendo nucleos grandes con numerosas identaciones
y cuya cromatina se hallaba condensada en la periferia nuclear, que
fueron interpretadas como células tumorales indiferenciadas con una
morfologia nuclear mas irregular.

Estudio morfolégico de los tumores con aspecto
de oligodendroglioma

Estas neoplasias comienzan a desarrollarse aproximadamente
a los 210 dias de la vida del animal, localizdandose siempre a nivel
de la sustancia blanca subcortical de los hemisferios cerebrales.
Muestran un aspecto macroscépico de tumores bien definidos,
que con frecuencia presentan caracteristicas hemorragicas y focos
de necrosis (Figura 5). En algunas ocasiones estos tumores desarro-
llan, al igual que los neurinomas del trigémino, grandes cavidades
quisticas.

Ficura 5. Aspecto macroscopico de un tumor cerebral experimental,
inducido por exposicion prenatal a ENU. A: El hemisferio cerebral derecho
se encuentra hinchado por la presencia del tumor intraparenquimatoso.

B: Aspecto macroscopico del tumor.
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Los estudios de microscopia Optica sobre estos tumores mostra-
ron una serie de caracteristicas histolégicas, mediante las cuales
estas neoplasias podrian ser clasificadas de acuerdo con las descrip-
ciones clasicamente admitidas en neurocarcinogénesis experimental,
como «oligodendrogliomas-like». Los estudios histolégicos revelan
un patrén celular que muestra las caracteristicas tipicas de los oli-
godendrogliomas humanos, identificindose una poblacién muy uni-
forme de células pequenas de aspecto linfocitario, que muestran en
posicion central un nicleo pequeno y oscuro y un citoplasma claro
y escaso. Estas células se hallan dispuestas en masas de elevada
densidad celular. En estos tumores es frecuente encontrar un eleva-
do namero de figuras de mitosis. En estas neoplasias se pueden
identificar un gran nimero de astrocitos fibrosos reactivos, que se
encuentran atrapados entre las células tumorales y formando una
barrera astrocitaria alrededor de la masa tumoral. Estos astrocitos,
en ocasiones, pueden tener aspecto gemistocitico, con un citoplasma
muy dilatado, eosindfilo.

En general son tumores muy vascularizados y es posible observar
zonas de necrosis. Por otra parte, en estas neoplasias, es tipico la
formacion de una barrera endotelial que delimita perfectamente
la zona tumoral y en ocasiones se rompe dando lugar a pequefios
focos de hemorragia.

En uno de estos «oligodendrogliomas-like» estudiados, existian
zonas con una disposicion celular que se correspondian con un patrén
muy similar al ofrecido por los «ependimomas-like» descritos en la
literatura, mostrando asi una ordenacion de las células en cordones o
rosetas celulares en torno a una zona acelular, eosinéfila de aspecto
fibrilar, conformando unas estructuras analogas a las descritas por
Borit en los pineocitomas humanos (rosetas de Borit), y a las estruc-
turas acelulares observadas cominmente en los neurocitomas centra-
les de la neuropatologia humana. Es importante sefialar el hecho de
que en todos los animales en los cuales se desarrollé un tumor de este
tipo, se podian encontrar ademas en la sustancia blanca de los hemis-
ferios cerebrales formaciones neoplasicas que correspondian a los
estadios de «proliferaciones iniciales neoplasicas» o «<microtumores».
Estos focos neoplasicos estaban constituidos por una poblacién celu-
lar pequeria, isomorfa, de iguales caracteristicas que las células tumo-
rales indiferenciadas descritas anteriormente para los macrotumores
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(Figura 6A). En estas formaciones también se pudo observar la exis-
tencia de astrocitos fibrosos reactivos alrededor de la formacién tu-
moral y su evolucién hacia auténticos tumores (Figura 6B) puede ser
comprobada cuando se hace el estudio de animales sometidos a este
modelo de neurocarcinogénesis en diferentes edades.

Ficura 6. A: Aspecto histolégico de un microtumor subcortical, fase inicial de
estos tumores (H.E.). B: Estudio microscopico que muestra las células tumorales,
de aspecto oligodendroglial, con figuras de mitosis (H.E.).

En los estudios ultraestructurales de estas neoplasias se puede
identificar una poblacién de células redondas, de aspecto indiferen-
ciado, muy semejante a los neuroblastos. Estas células muestran un
nucleo oscuro y redondeado, con un escaso citoplasma que contiene
mucho RER y ribosomas libres. En algunas ocasiones las células tu-
morales se disponen en hilera.

Entre las células tumorales se pueden observar astrocitos atra-
pados maduros, que contienen en su citoplasma una gran cantidad
de gliofilamentos. Los estudios ultraestructurales revelan que estas
células no poseen las tipicas caracteristicas de los oligodendrocitos
maduros, sino que muestran caracteristicas tipicas de células primi-
tivas con escasos signos de diferenciacién. Al igual que en los neu-
rinomas del trigémino, en algunas células se pueden observar pro-
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longaciones celulares, lo que puede sugerir una posible diferencia-
cién neuronal (Figura 7A).

Los estudios inmunohistoquimicos realizados sobre estos tumo-
res ponen de manifiesto, al igual que los estudios de microscopia
Optica y los estudios ultraestructurales, el caracter primitivo de las
células que las componen.

Tanto las «proliferaciones neoplasicas iniciales» como los «mi-
crotumores», que existian simultdneamente a los tumores cerebra-
les, fueron negativos a todo tipo de marcadores inmunohistoquimi-
cos, tanto de la linea glial como de la linea neuronal. Solamente en
alguna ocasion dio positividad a la PGA los astrocitos reactivos que
circundaban al tumor.

Sin embargo, las neoplasias ya desarrolladas mostraron positivi-
dad a marcadores tanto de la linea glial como de la linea neuronal.
La vimentina fue positiva de forma clara en el 50% de los tumores.
Ademas este marcador mostraba positividad en todos los astrocitos
que circundaban al tumor. Existieron tres casos donde se dio una
clara coexpresion en las células tumorales, para la PGA y la vimen-
tina, hecho que apoya los datos obtenidos en los estudios ultraes-
tructurales acerca del caracter primitivo de estas neoplasias. La pro-
teina S-100 fue positiva, por lo general, en los astrocitos reactivos
del tumor. Con respecto a los marcadores de la linea neuronal, la
proteina de NF y la sinaptofisina mostraron también positividad en
todos los casos, siendo de mayor grado la expresién de la sinaptofi-
sina (Figura 7B).

En lo referente a los tumores que mostraban areas con un patrén
similar a los «ependimomas-like» de la literatura, se pudo demostrar
que en estas areas el patréon inmunohistoquimico fue similar al des-
crito previamente en las zonas que mostraban una tipica apariencia
de oligodendrogliomas, aunque ocasionalmente pudo apreciarse un
patrén de positividad difuso, en el neuropilo tumoral, para la sinap-
tofisina (Figura 7C). En cuanto a los marcadores tipicos de células
astrogliales, la PGA se mostré positiva en los astrocitos hipertréficos
reactivos que se encontraban en la sustancia blanca adyacente al
tumor, y s6lo en algunas ocasiones se hall6 positividad en pequetios
grupos de células tumorales (Figura 7D).
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FiGura 7. A: Aspecto de las células tumorales, al microscopio electrénico,
mostrando granulos densos intracitoplasmdticos (flechas) lo que sugiere
diferenciacion neurobldstica. B: Marcada positividad a la sinaptofisina
en las células tumorales (tincion inmunohistoquimica). C: Positividad

inmunohistoquimica a sinaptofisina en el neuropilo, con tendencia
a la formacion de estructuras rosetoides, andlogas a las de los neurocitomas
de la neuropatologia humana. D: Positividad inmunohistoquimica a PGA
en los astrocitos atrapados entre las células tumorales.

DISCUSION

Tumores inducidos y periodo de latencia

Los estudios pioneros de Druckrey y colaboradores sobre el mo-
delo de neurocarcinogénesis por ENU han sido confirmados poste-
riormente por otros autores (3, 11, 14).

En el presente trabajo hemos obtenido una serie de datos acerca
del tiempo de latencia y de la naturaleza histolégica de los tumores
inducidos por ENU en la rata Wistar. Asi, con las condiciones experi-
mentales utilizadas (inyeccion de 50 mg/kg de ENU intraperitoneal,
en el dia 17 de gestacién), los tumores que primero se desarrollan son
los llamados «Schwannomas malignos», generalmente localizados en
la region del Ganglio de Gasser y del nervio trigémino. Estos resulta-
dos coinciden con los obtenidos por Cravioto y cols. (3). Estas neopla-
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sias suelen hacerse sintomaticas tras un periodo de latencia que osci-
la entre cuatro y siete meses, tras la exposicién al carcinégeno y pue-
den extenderse por la base del craneo e invadir ocasionalmente estruc-
turas extracraneales. A partir de los ocho meses de edad del animal,
por lo general, dejan de aparecer estos tumores, apareciendo enton-
ces las neoplasias intracerebrales con caracteristicas morfologicas de
oligodendrogliomas. En la presente serie, la mayor parte de los tumo-
res intracerebrales se hicieron sintomaticos entre los ocho y diez me-
ses de edad de los animales.

En algunas ocasiones, al igual que otros autores (8, 9) hemos
encontrado focos de «proliferaciones neoplésicas iniciales» locali-
zadas en la sustancia blanca paraventricular, que coexistian con los
macrotumores cerebrales. Estas lesiones tumorales estaban compues-
tas por células muy indiferenciadas e inclasificables histolégicamen-
te. Schiffer y cols. (20) afirman que estos focos de «proliferacién
neoplésica inicial» comienzan a aparecer en la sustancia blanca,
aproximadamente a los treinta dias de la vida del animal como sim-
ples focos de células hiperplasicas y representan solamente una etapa
inicial del desarrollo de los tumores cerebrales.

Los tumores que se desarrollan a partir de estas «proliferaciones
neoplasicas iniciales» pueden continuar por dos lineas diferentes de
desarrollo, una linea astroglial y una linea oligodendroglial. Este
doble curso de desarrollo corresponde con las observaciones de Lan-
tos (17). Este autor sefiala que las zonas blanco para el ENU en el
cerebro son las células primitivas de la regién de la placa subepen-
dimaria y los oligodendrocitos.

Parece poco probable que el ENU tenga un efecto preferente sobre
elementos neuroectodérmicos del Sistema Nervioso, del tipo de las
células gliales y las células de Schwann, lo que estaria de acuerdo con
las observaciones recogidas en la literatura acerca de que son estos
elementos (células de Schwann y células gliales) los que van a encon-
trarse como constituyentes de los tumores inducidos por ENU.

En comparacioén con los datos ofrecidos en la literatura, nuestros
resultados parecen mostrar una menor incidencia de tumores mul-
tiples, hallazgo que se acepta como caracteristico en el modelo ex-
perimental de neurocarcinogénesis por ENU (12). Por ejemplo, en
los estudios realizados sobre ratas de la cepa Long-Evans, méas del
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30% de los animales desarrollan tumores multiples tras la adminis-
tracién de una dosis tinica de ENU, cinco veces inferior a la utilizada
por nosotros, administrada también en el dia 17 de gestacion (8, 9).

En cuanto al periodo de latencia de aparicién de los tumores,
parecen ser también ligeramente diferentes a los referidos en la li-
teratura utilizando otros tipos de ratas, que pueden mostrar un tiem-
po mayor de induccién, aan utilizando dosis inferiores de ENU.
Estas diferencias en cuanto al tanto por ciento de tumores desarro-
llados y su periodo de latencia entre las diferentes cepas de anima-
les, e incluso dentro de una misma cepa, dependiendo de la edad,
dificulta la comparacion de resultados entre los diferentes laborato-
rios, acerca de la distribucién y naturaleza de los tumores desarro-
llados después de la administraciéon trasplacentaria de ENU. A pesar
de ello, parece existir mas o menos un acuerdo en cuanto a la se-
cuencia de apariciéon de las diferentes transformaciones neoplasi-
cas y de su periodo de latencia. Sin embargo no existe un acuerdo
entre los diferentes autores con respecto a la naturaleza histologica
de estas neoplasias, ni en cuanto a los criterios de clasificacién. De
hecho, parece ser aceptado que el modelo de neurocarcinogénesis
por ENU desarrolla, en primer lugar, tumores del tipo schwanoma,
y en segundo término, tumores clasificables como «gliomas-mixtos»,
en los cuales se senala un claro componente astrocitario. Le segui-
rian en frecuencia los tumores clasificables como «oligodendroglio-
mas». En comparacion con las descripciones que existen en la lite-
ratura, llama la atencién en nuestra serie, la ausencia de tumores
con apariencia astrocitaria o ependimaria, e incluso la no existencia
de tumores clasificables como glioblastomas (10, 13). Creemos, no
obstante, que estas diferencias pueden ser debidas a las discrepan-
cias en los criterios de clasificaciéon (11, 14, 22). Nosotros hemos
renunciado a clasificar como ependimomas, o como tumores mixtos,
a algunos tumores con patrén rosetoide, en los que se reconocian
areas de aspecto oligodendroglial como patrén predominante. Ade-
mas, apoyamos las observaciones que clasifican los tumores induci-
dos por ENU, con patrén mixto de oligodendroglioma-ependimoma,
como tumores primitivos muy indiferenciados, a pesar de su apa-
riencia morfolégica, ya que en nuestro tinico caso en que se reco-
nocié un claro patrén ependimario, la microscopia electrénica no
mostré estructuras propias de los ependimomas, mostrando sin
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embargo, una expresion inmunohistoquimica analoga a la de otros
tumores con un patrén puro de oligodendroglioma.

Posibilidad de diagnéstico in vivo de los tumores inducidos

En nuestra presente serie hemos obtenido claras evidencias de
que los tumores inducidos por ENU en la rata Wistar pueden ser de-
tectados in vivo utilizando un aparato convencional de Resonancia
Magnética. Con dicha técnica, y de forma caracteristica, los tumores
experimentales se muestran hipointensos en fase T1, hiperintensos en
fase T2 y captan contraste paramagnético (gadolinio) de forma inten-
sa y homogénea.

Aungque en nuestro material sélo se han detectado tumores con un
tamario suficiente para su observaciéon macroscépica, es obvio que el
diagnéstico in vivo que puede proporcionar la RM, va a permitirnos
en el futuro aplicar a este modelo experimental diversos protocolos
terapéuticos y constatar su posible eficacia sin tener que renunciar a
lineas tumorales transplantables sobre animales singénicos.

Caracteristicas morfolégicas de los tumores tipo
«neurinomas»

El término usado para describir este tipo de tumores ha sido el
de «neurinoma» o «schwannoma maligno». Los estudios histolégicos
sobre los tumores, que se originan en el SNP, concretamente a nivel
del nervio trigémino, parecen sefialar que el principal tipo celular
que componen estas neoplasias son las células de Schwann (7). Asf,
segin afirman los estudios realizados por Cravioto y cols. (3), los
tumores experimentales del SNP son histolégica y ultraestructural-
mente tumores de células de Schwann. En cuanto a los resultados
histol6gicos obtenidos por nosotros en el estudio de los Schwanno-
mas, tenemos que decir que nuestros datos coinciden con las des-
cripciones histolégicas que se han hecho hasta el momento (3, 18).
Sin embargo, nuestros resultados ultraestructurales discrepan en
parte de los obtenidos por otros autores, ya que nosotros hemos
podido observar ademas de las descritas células de Schwann neopla-
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sicas, otro tipo celular, compuesto por elementos celulares con un
aspecto bastante indiferenciado, muy semejante al de los tipicos
neuroblastos, incluso en algunas ocasiones se observan prolongacio-
nes citoplasmaticas, que indican su posible diferenciacién neuronal.
Los estudios inmunohistoquimicos de la expresion de los diferentes
marcadores (gliales y neuronales), en los schwannomas malignos,
nos ha servido para apoyar los datos obtenidos mediante los estu-
dios ultraestructurales, acerca del caracter neuroectodérmico primi-
tivo de la mayor parte de las células que integran estas neoplasias.

Segtin Cravioto y cols. (3), los tumores inducidos por ENU, en el
SNP, muestran una importante positividad a la proteina S-100, que es
considerada como un marcador especifico del Sistema Nervioso. La
sinaptofisina fue aislada y caracterizada a partir de vesiculas presinap-
ticas en neuronas de cerebro bovino, y su presencia se utiliza para
demostrar inmunohistoquimicamente, la diferenciacién neuroendo-
crina de algunos tumores y para tumores neuroectodérmicos primiti-
vos. La inmunorreactividad para la sinaptofisisna de una importante
poblacién de células tumorales, en los tumores ENU-inducidos, per-
mite interpretar estos supuestos schwannomas, como tumores neu-
roectodérmicos primitivos que muestran signos inmunohistoquimicos
de diferenciacion neuronal, y apoyar la hipétesis de Jones y cols. (11)
acerca del caracter neuroblastico de estas neoplasias. El patrén de
distribucion de la PGA hallado por nosotros es muy similar al aporta-
do por otros autores, no existiendo por lo general positividad para este
marcador y sélo de un 50% en el caso de la vimentina.

Caracteristicas morfolégicas de los tumores
tipo oligodendroglial

Las neoplasias con aspecto morfolégico de oligodendrogliomas,
desarrolladas en la sustancia blanca paraventricular, han sido los
Unicos tumores cerebrales obtenidos en nuestra serie. Estos datos no
coinciden con los obtenidos por otros autores. Asi, Lantos (17) dis-
tingue dos lineas de tumores diferentes que se pueden desarrollar en
los hemisferios cerebrales: una linea astroglial y una linea oligoden-
droglial. Nosotros hemos clasificado todas estas neoplasias como
oligodendrogliomas, aunque ocasionalmente hallamos observado
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areas que segun descripciones de la literatura, podrian haber justi-
ficado la clasificacién de alguno de estos tumores como ependimo-
mas. Estas neoplasias también se pueden desarrollar a nivel de la
sustancia blanca de la médula espinal, generalmente a nivel dorsal
y lumbar.

Algunos autores, basandose en estudios de microscopia electréni-
ca, defienden el caracter indiferenciado de tumores supuestamente
ependimarios y los definen como tumores neuroepiteliales primiti-
vos con algunas caracteristicas oligodendrogliales.

Al igual que ocurre con los schwannomas malignos, en el caso de
los oligodendrogliomas, el caracter neuroectodérmico primitivo, suge-
rido por los estudios ultraestructurales, se ve apoyado por los estudios
inmunohistoquimicos. La observacion de que, desde el punto de vista
inmunohistoquimico, las diferentes areas de estos aparentes tumores
mixtos expresan los mismos marcadores, apoya nuestro criterio de
que estan compuestos por una misma poblacién de células tumora-
les, atn cuando dichas células pueden mostrar, en determinadas
areas, un patrén morfolégico diferente del que es habitual en la ma-
yor parte de los tumores clasicamente catalogados como de aspecto
oligodendroglial. En cuanto a la interpretacién de los hallazgos inmu-
nohistoquimicos, existe una concordancia entre nuestros resultados y
los de otros autores, con respecto a la expresién de la proteina S-100,
PGA y vimentina. En todas las fases de crecimiento de las neoplasias
por ENU existe un gran nimero de astrocitos que expresan positivi-
dad a la PGA. Estos astrocitos se encuentran en la periferia del tumor
y en la regién peritumoral. Nosotros creemos que la mayoria de los
astrocitos que expresan positividad a la PGA, situados en los alrede-
dores y en el interior del tumor, corresponden con astrocitos hiper-
tréficos reactivos, pero sin embargo hemos podido observar grupos de
células tumorales, que muestran positividad a la PGA, y curiosamente
en muchas ocasiones esta positividad coincide con la positividad a
la vimentina, es decir, existe una expresién de ambos marcadores,
hecho que apoya el caracter indiferenciado de estas células, pues la
coexpresion de la PGA y de la vimentina es un marcador del fenotipo
astroglial inmaduro. Esta interpretacion esté en linea con el presente
concepto que representa que la vimentina es el tipo mas numeroso
de filamentos intermedios de la astroglia inmadura, y es seguido por
la PGA mas tarde en el desarrollo. Sin embargo, otros autores afirman
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que la positividad a la PGA sélo existe en los astrocitos hipertréficos
reactivos que existen en los alrededores del tumor y nunca en las pro-
pias células tumorales.

Es importante destacar en nuestro estudio, la fuerte positividad
que hemos obtenido en la mayor parte de los tumores para la sinapto-
fisina. Teniendo en cuenta que en la patologia humana este marcador
es util para el reconocimiento de tumores neuroectodérmicos primiti-
vos como el meduloblastoma e igualmente para el reconocimiento de
tumores de caracter neuronal, es 16gico admitir que la mayor parte
de los tumores inducidos por ENU en la rata Wistar pueden ser con-
siderados como tumores neuroectodérmicos primitivos con posible
diferenciacién neuronal, independientemente de su apariencia morfo-
légica. Esta conclusién concuerda con algunas de las clasificaciones
previas de dichas neoplasias, tales como la de Jones y cols. (11), quie-
nes clasifican como neuroblastomas a los tumores experimentales
inducidos por ENU.

Similitudes de los tumores experimentales
con los tumores humanos

Hoy en dia se acepta en neuropatologia humana que determinados
tumores de naturaleza neuronal, tales como los llamados «neurocito-
mas centrales», pueden presentar una falsa apariencia de oligoden-
drogliomas, siendo los estudios inmunohistoquimicos y ultraestruc-
turales, los que ofrecen la posibilidad, la mayoria de las veces, de su
correcta clasificacion, ya que generalmente suelen ser mal diagnos-
ticados como oligodendrogliomas en base a su aspecto histolégico.
Este caso es muy similar al ofrecido por los oligodendrogliomas in-
tracerebrales desarrollados en la rata después de la administracion de
ENU, donde atn no existe un acuerdo entre los diferentes autores
acerca de su clasificaciéon. Se observa, por tanto, que una apariencia
histolégica oligodendroglial no debe prejuzgar la naturaleza neuronal
o glial de una determinada neoplasia, siendo esta consideracién vali-
da tanto para tumores humanos como para los tumores experimenta-
les de nuestra serie, donde el patrén de marcaje inmunohistoquimico
y las caracteristicas ultraestructurales sugieren que, independiente-
mente del aspecto histolégico con la tincién convencional de H.E.,
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dichas neoplasias pueden ser consideradas como tumores neuroecto-
dérmicos primitivos con una clara tendencia a la diferenciacién neu-
ronal. También merece ser discutida la posible relacién etiologica
entre los tumores inducidos por ENU y los tumores cerebrales que
acontecen en la clinica humana. Aunque no existen datos fiables acer-
ca de los factores etiol6gicos que determinan el inicio de un tumor
cerebral humano, considerandose la posibilidad de un mecanismo
multifactorial, resulta interesante la apreciacion de que el contacto
con un carcinégeno, en la época intrauterina de la rata pueda dar
lugar, varios meses después del nacimiento, al desarrollo neoplésico.
Es mas, si consideramos el ciclo biolégico de los roedores, en el mo-
mento en que las neoplasias experimentales se hacen manifiestas
(edad media de la vida de la rata) seria superponible a la edad de
maxima incidencia de tumores cerebrales en el ser humano (edad
adulta). Si algunos tipos de tumor cerebral humano podrian estar ge-
néticamente determinados como consecuencia de alteraciones cromo-
sémicas resultantes de una exposicién a carcinégenos en el periodo
prenatal, es una cuestién abierta, cuyo planteamiento puede ser vali-
do ante las similitudes cronobiolégicas y morfolégicas entre los tumo-
res cerebrales humanos y los tumores experimentales inducidos por
nitrosoureas.

Caracterizacion e histogénesis de los tumores obtenidos

A la vista de los resultados obtenidos en nuestro presente estudio,
cabe plantearse la exacta caracterizacién de los tumores experimen-
tales inducidos por ENU, con los parametros utilizados, y ademas,
tratar de establecer su histogénesis. Resulta obvio que, al menos en
nuestra serie, los tumores inducidos por ENU en la rata Wistar pre-
sentan caracteristicas inmunohistoquimicas y de microscopia elec-
trénica comunes, independientemente de su variable aspecto mor-
folégico cuando se estudian con tinciones convencionales, como es
la hematoxilina-eosina. Dichas caracteristicas comunes nos llevan
a interpretar estas neoplasias como tumores neuroectodérmicos pri-
mitivos, con capacidad para una diferenciacién dual, aunque es obvio
que la constante positividad a los marcadores neurales sugiere una
mayor tendencia a la diferenciacién neuronal. Esta interpretacién es
contraria a los supuestos previamente establecidos, ya que numero-
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sos autores sefialan la naturaleza glial de estos tumores y la excep-
cional rareza de tumores ENU-inducidos con caracteristicas neura-
les. Es también en base a esta interpretacién morfolégica, que estos
mismos autores emiten la hipétesis de que la célula diana para el
desarrollo neoplasico seria un elemento glial indiferenciado, general-
mente de la matriz subependimaria, lo que parecer también ser
aceptado en base a las interpretaciones de Lantos (18) y de otros
investigadores. Teniendo en cuenta nuestros presentes resultados,
que muestran una doble diferenciacién inmunohistoquimica de las
células de los tumores cerebrales ENU-inducidos (expresién de mar-
cadores gliales y neurales) podemos buscar, como elementos diana,
un precursor comun en la embriogénesis del Sistema Nervioso de los
mamiferos, capaz de diferenciarse en elementos gliales y neurales.
Esta célula precursora corresponde légicamente al concepto de la
célula indiferenciada de Schaper, elemento muy discutido en la lite-
ratura y que puede identificarse con el concepto de meduloblasto,
defendido por la escuela americana de neuropatologia y negado por
la escuela espanola. En cualquier caso, creemos que la consideracién
de una célula precursora indiferenciada, como constituyente de los
tumores neuroectodérmicos primitivos cobra mayor trascendencia
si se tienen en cuenta en neuropatologia humana, las ocasionales
descripciones de tumores infantiles indiferenciados cuyas células
pueden expresar igualmente marcadores gliales y neurales. Por otra
parte, el hecho de que hayamos encontrado marcadas similitudes in-
munohistoquimicas y ultraestructurales entre nuestros tumores ex-
perimentales tanto del Sistema Nervioso Central como del Sistema
Nervioso Periférico, nos lleva a considerar una célula precursora
comun, para ambos tipos de neoplasias, lo que se ha visto apoyado
en la literatura por las ocasionales descripciones de schwannomas
experimentales con areas de oligodendroglioma o la interpretacién
como neuroblastomas de gran parte de dichos schwannomas (11).
Si aceptamos esta interpretacién citogenética, deberiamos admitir
igualmente que la célula indiferenciada de Schaper puede ser altera-
da en un momento determinado de la embriogenesis no sélo a nivel
de la capa germinal subependimaria, sino igualmente a nivel de la
cresta neural en formacién, puesto que sélo de esta forma seria
explicable la preferente aparicion de tumores experimentales a nivel
de los ganglios del Sistema Nervioso Periférico, constituidos a partir
de células nerviosas de la cresta neural.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio de
investigacién, creemos oportuno hacer las siguientes consideraciones:
1. La RM es una técnica ttil para el diagnéstico in vivo de los tumores
cerebrales experimentales inducidos en roedores por ENU. 2. En la
rata Wistar, con la técnica de H.E. y con los pardmetros experimenta-
les utilizados, la mayor parte de los tumores inducidos tienen aspec-
tos histolégicos de «<schwannomas malignos» y «oligodendrogliomas».
En ambos casos se puede encontrar una gran poblacién de células que
presentan caracteristicas muy indiferenciadas. 3. Desde el punto de
vista ultraestructural hemos constatado la presencia de células con
aspecto neuroepitelial primitivo y este hecho, conjuntamente con la
expresion antigénica de marcadores tanto de células gliales como de
células neuronales sugiere el caracter primitivo de estas neoplasias
y su capacidad de diferenciacion dual. 4. La positividad a marcado-
res tales como la sinaptofisina y la proteina de los NF, tanto en los «tu-
mores schwannianos» como en los oligodendrogliomas-like, sugie-
re una tendencia a la diferenciacién neuronal de estas neoplasias, lo
que se confirma ademas por las similitudes entre algunos tumores de
apariencia oligodendroglial y los neurocitomas centrales de la neuro-
patologia humana. 5. Por dltimo creemos que este tipo de tumores,
clasificados en base a los datos obtenidos en nuestro estudio como
«neoplasias neuroectodérmicas indiferenciadas» pueden ser utiles
para la realizacién de diversos ensayos terapéuticos que tengan como
finalidad un mejor conocimiento de la biologia y posibilidades de
control de los tumores neuroectodérmicos primitivos humanos.
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