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RESUMEN

En el presente trabajo se hace una revisión de la neurocarcinogénesis química,
con especial referencia a los tumores del Sistema Nervioso inducidos por etil-nitro-
sourea en la rata Wistar. El estudio morfológico de los tumores del Sistema Ner-
vioso Central y del Sistema Nervioso Periférico inducidos por exposición prenatal
a este carcinógeno (50 mg/kg día 17 de gestación) muestra la aparición de tumores
compatibles con un diagnóstico histológico de schwannoma maligno o de oligo-
dendroglioma. Sin embargo, los estudios inmunohistoquímicos y ultraestructurales
permiten clasificar a estos tumores, independientemente de su morfología, como
tumores malignos, de tipo neuroectodérmico indiferenciado, con posibilidad de
diferenciación hacia líneas neuronales y gliales. Sus características biológicas y su
posible diagnóstico in vivo, por medio de Resonancia Magnética, hacen que este
modelo de neurocarcinogénesis sea extraordinariamente útil para valorar el efecto
de nuevos tratamientos farmacológicos, 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.

INTRODUCCIÓN

El descubrimiento de los carcinógenos químicos ha estimulado la
investigación neuro-oncológica ya que, tras su aplicación sistémica,
estos compuestos inducen un alto índice de tumores en el Siste-
ma Nervioso Central (SNC) y en el Sistema Nervioso Periférico (SNP)
(1-23). Algunos de estos compuestos tan sólo 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 aplicación de carcinógeno,
y así, compuestos como el 20-metilcolantreno, 1,2,5,6-dibenziantrace-
no y 3,4-benzopireno sólo producen tumores en el Sistema Nervioso
después de su aplicación local (24). Por otra parte, algunos de los
compuestos químicos que inducen tumores neurogénicos tras su ad-
ministración sistémica pueden además producir tumores locales en el
lugar de aplicación. Sin embargo, en las últimas décadas se ha seña-
lado la superioridad de los compuestos nitrosos para desarrollar tu-
mores cerebrales experimentales. La mayoría de los compuestos nitro-
sos actúan como potentes agentes neuro-oncogénicos que favorecen
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la aparición de tumores selectivos en diferentes órganos, además 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 carcinógeno químico
utilizado, que producía un alto índice de tumores en el Sistema
Nervioso después de su administración sistémica (5). Su efecto neu-
ro-oncogénico en ratas depende en gran medida del modo de aplica-
ción. La administración en ratas adultas de una sola dosis de MNU
(70-100 mg/kg) induce el desarrollo de tumores malignos en varios
órganos y tejidos. Sin embargo, en este caso, los tumores cerebrales
están prácticamente 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 subcutánea. Este hecho parece ser debido a la
gran inestabilidad que presenta la MNU in vivo, lo que resulta en
una parcial degradación de la molécula en el lugar de aplicación y
por lo tanto una disminución de la concentración de MNU que entra
en la circulación sistémica. La administración intraperitoneal, oral o
subcutánea de la MNU puede provocar también la aparición de tu-
mores locales en el lugar de aplicación, además de los inducidos en
el Sistema Nervioso.

La administración crónica 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 inyección 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 inyección intravenosa de 40-80 mg/kg en ratas en el día 15
de gestación, induce tumores malignos en el SNC y SNP en el 98-
100% de la descendencia. Por otra parte, la incidencia, distribución,
histología de los tumores y el tiempo de supervivencia de los anima-
les se ven influenciados por la especie y la edad de los animales,
además de por la dosis y el modo de aplicación del carcinógeno.

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

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

Teniendo en cuenta los escasos datos de que aún se dispone acer-
ca de las características biológicas de los tumores inducidos por ENU
en la rata Wistar, además del gran número de dudas que existen sobre
la correcta clasificación 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 hipótesis que el carcinógeno (ENU) podría actuar sobre
un elemento celular indiferenciado capaz de diferenciarse en el desa-
rrollo ontogénico de forma dual, hacia la línea glial o neuronal, en
cuyo caso, las características de los tumores ENU-inducidos deberían
ser propias de neoplasias neuroectodérmicas primitivas.

Basándonos en la hipótesis planteada, en el presente trabajo de
investigación hemos realizado un diseño experimental sobre la ac-
ción de la ENU en la rata Wistar, tras una dosis establecida y admi-
nistrada en el día 17 del desarrollo postnatal, planteándonos los
siguientes objetivos: 1. Estudiar el número, tipo histológico y laten-
cia de inducción de los tumores experimentales. 2. Estudiar la posi-
ble utilidad de la Resonancia Magnética convencional para el diag-
nóstico in vivo de tumores cerebrales experimentales en roedores.
3. Estudiar las características ultraestructurales de los tumores indu-
cidos por este modelo experimental. 4. Estudiar los marcadores in-
munohistoquímicos que expresan dichos tumores, al objeto de cla-
rificar las dudas actualmente existentes en la literatura acerca de su
correcta clasificación.
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MATERIAL Y MÉTODOS

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

El día 17 de gestación, cada una de las ratas recibió una dosis
única por vía intraperitoneal de ENU (50 mg/kg) en suero fisiológi-
co. Tras finalizar el período de gestación, de estos seis animales se
obtuvieron un total de 48 crías. Cada camada fue mantenida con su
madre respectiva hasta los 25 días de edad, momento en el que
fueron mezcladas todas las crías, 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 22o C y alimentación uniforme
(dieta A.04 de Panlab, S. A. y agua a demanda), además éstos fueron
evaluados diariamente hasta la aparición de síntomas neurológicos,
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 diagnóstico clínico, con una intensidad de campo mag-
nético de 0,5 Teslas. Los parámetros generalmente empleados fueron
un área de estudio (FOV) de 15 cm, una matriz de 192 × 192, cortes
con espesor de 2 ó 4 mm, y secuencias de spin-echo (SE) con poten-
ciación T1 y T2, y de gradient-echo (GE) con potenciación en T1. En
la mayor parte de las exploraciones se completó el estudio con la
administración de contraste paramagnético (gadolinio-DPTA), a la
dosis de 1 cc por vía intraperitoneal. Durante el tiempo de explora-
ción (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-
ción espontánea y en su posición anatómica habitual. Posteriormen-
te estos animales fueron sacrificados mediante sobredosificación
anestésica, y sometidos de forma inmediata a estudio necrópsico
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 cráneo, incluyendo un tumor que
nació en una raíz cervical de la médula espinal. Estas neoplasias se
aislaron y dividieron para su posterior estudio histológico, inmuno-
histoquímico y de microscopía electrónica.

RESULTADOS

Tumores inducidos y período de latencia

Los 14 animales que sirvieron de base para el presente estudio
desarrollaron un total de 18 tumores macroscópicos 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 cráneo a nivel del nervio trigémino o del ganglio de Gasser,
excepto un caso que se desarrolló en la región cervical de la médula
espinal. En ningún caso se encontró más de un tumor de iguales
características y localización en el mismo animal, obteniéndose, sin
embargo, cuatro animales que sí habían desarrollado simultánea-
mente un tumor cerebral intraparenquimatoso y un tumor extrapa-
renquimatoso en la base del cráneo. Las neoplasias que primero se
desarrollaron en los animales fueron los tumores de la región del
ganglio de Gasser y del nervio trigémino. Estas neoplasias comenza-
ron a dar síntomas neurológicos tras un período de latencia que
osciló entre los cuatro y siete meses después de la administración del
carcinógeno, dándose el caso de un tumor que se extendió por la
base del cráneo e invadió estructuras extracraneales. A partir de los
ocho meses dejaron de aparecer estos tumores, desarrollándose en-
tonces las neoplasias intracerebrales, que comenzaron a hacerse sin-
tomáticas entre los ocho y diez meses de edad de los animales.

Estudios de resonancia magnética

En todos los animales con un tumor cerebral macroscópico, la
RM fue positiva, delimitando claramente la localización y extensión
de la lesión. En todos los casos, los tumores detectados con la téc-



VOL. 74 (2), 257-282, 2008       ESTUDIO MORFOLÓGICO DE LA NEUROCARCINOGÉNESIS...

263

nica de RM correspondían a neoplasias que tenían un diámetro su-
perior a los 3 mm, siendo siempre visibles macroscópicamente en el
estudio necrópsico de los animales.

A pesar de que, al menos en seis de los animales estudiados con
RM, existían en el momento de la exploración, focos histológicos
compatibles con los conceptos de «microtumor» o de «proliferación
inicial neoplásica», estas lesiones no fueron detectadas con los pa-
rámetros de RM utilizados. Los tumores detectados por RM fueron,
de forma característica, hipointensos en T1 e hiperintensos en T2, y
también característicamente, mostraron un claro aumento de señal
tras la administración de gadolinio (Figuras 1 y 2).

FIGURA 1. A: Resonancia Magnética (RM) en fase T1, corte coronal, en un tumor
cerebral experimental inducido por exposición prenatal a ENU. La flecha señala
el tumor, que se delimita por su hipointensidad. B: Tumor hemisférico en RM
(fase T1, tras administración de contraste paramagnético, corte axial) que se

delimita por su hiperintensidad.

Estudio morfológico de los tumores con aspecto
de neurinoma

Estas neoplasias desarrolladas en la base del cráneo, a partir de
los trayectos iniciales del V par craneal y el tumor localizado en la
raíz espinal, se muestran macroscópicamente, 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 quística, apareciendo ge-
neralmente bien encapsulados (Figura 3A).

FIGURA 2. RM de tumores cerebrales experimentales (flechas) inducidos
por exposición prenatal a ENU. A: Fase T1 tras administración de contraste,
mostrando un tumor intraparenquimatoso. B: RM (T1 tras administración de
contraste) mostrando un tumor basal, extraparenquimatoso, localizado a nivel

del ganglio de Gasser. Cortes en proyección axial.

FIGURA 3. Tumores basales, extraparenquimatosos, inducidos por exposición
prenatal a ENU. A: Aspecto macroscópico del tumor (flecha), localizado a nivel

de la emergencia del nervio trigémino. B: Aspecto histológico 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 población de células con aspecto indiferenciado.
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El estudio con microscopía óptica, utilizando la técnica conven-
cional para microscopía óptica de Hematoxilina-Eosina, muestra que
estas neoplasias presentan una serie de características histológicas
análogas a las clásicamente admitidas en neurocarcinogénesis expe-
rimental para clasificar los «schwanomas malignos» o «neurinomas
malignos». Se observa, por lo general, una población celular muy
isomorfa, formada por células pequeñas, de núcleo oscuro y más o
menos redondeado, generalmente en posición central, que tienen el
aspecto típico de las células indiferenciadas. Además, estos neurino-
mas malignos presentan una gran celularidad y es posible observar
en ellos un elevado número de figuras de mitosis. Entremezcladas
con las células pequeñas de aspecto indiferenciado que constituyen
el tumor, existen en menor proporción una población de células de
mayor tamaño, que corresponden a neuronas atrapadas, posible-
mente provenientes del ganglio de Gasser (Figura 3B).

Por otra parte, en estas neoplasias existe una gran vasculariza-
ción, con hiperplasia de los vasos y es típico la formación de grandes
espacios quísticos. 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
pequeñas zonas tumorales, constituidas por una población celular
que no posee el aspecto típico de las células indiferenciadas carac-
terísticas 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 más laxo de aspec-
to reticular.

El estudio de la expresión de marcadores inmunohistoquímicos
tanto de la línea glial como de la línea neuronal sobre estos aparen-
tes neurinomas, nos reveló que en todos los casos existía una clara
positividad a la proteína S-100 y a la sinaptofisina de forma muy
marcada. Sin embargo, la proteína de NF mostró una positividad en
menor grado, limitándose a determinados grupos celulares. La vi-
mentina fue claramente positiva sólo en tres de los seis casos estu-
diados y dudosamente positiva en el resto. Por último la detección
de la PGA fue negativa en todos los casos. Los marcadores neuro-
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blásticos específicos, como el NB-84, fueron muy positivos en todos
los casos (Figura 4A).

FIGURA 4. A: Positividad inmunohistoquímica al marcador neuroblástico NB-84
en las células de los tumores ENU-inducidos que se desarrollan a nivel de la base

del cráneo. B: Estudio de microscopía electrónica que muestra el carácter
indiferenciado de las células tumorales.

En el estudio ultraestructural de estas neoplasias se observó la
existencia de al menos dos tipos celulares. Por un lado, existía un
tipo celular que correspondía a las llamadas células de Schwann
neoplásicas. Estas son células de núcleo 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-
ñas, de núcleo oscuro y redondeado generalmente dispuesto en po-
sición central. La cromatina se hallaba condensada en la periferia
nuclear. Estas células mostraban un citoplasma denso de escasa
cuantía, que presentaba abundante RER, con ribosomas y polirribo-
somas libres, así como gran cantidad de mitocondrias de matriz
densa, lisosomas primarios y ocasionales microtúbulos, mostrando
un aspecto bastante indiferenciado, semejante al de los típicos neu-
roblastos (Figura 4B). Algunas de estas células además pueden
mostrar prolongaciones citoplasmáticas, que indican su posible dife-
renciación neuronal.
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Por último, entremezcladas con estos dos tipos de células, era
posible observar la existencia de unas células pequeñas que mostra-
ban un escaso citoplasma y una configuración nuclear mucho más
irregular, conteniendo núcleos grandes con numerosas identaciones
y cuya cromatina se hallaba condensada en la periferia nuclear, que
fueron interpretadas como células tumorales indiferenciadas con una
morfología nuclear más irregular.

Estudio morfológico de los tumores con aspecto
de oligodendroglioma

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

FIGURA 5. Aspecto macroscópico de un tumor cerebral experimental,
inducido por exposición prenatal a ENU. A: El hemisferio cerebral derecho

se encuentra hinchado por la presencia del tumor intraparenquimatoso.
B: Aspecto macroscópico del tumor.
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Los estudios de microscopía óptica sobre estos tumores mostra-
ron una serie de características histológicas, mediante las cuales
estas neoplasias podrían ser clasificadas de acuerdo con las descrip-
ciones clásicamente admitidas en neurocarcinogénesis experimental,
como «oligodendrogliomas-like». Los estudios histológicos revelan
un patrón celular que muestra las características típicas de los oli-
godendrogliomas humanos, identificándose una población muy uni-
forme de células pequeñas de aspecto linfocitario, que muestran en
posición central un núcleo pequeño 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 número de figuras de mitosis. En estas neoplasias se pueden
identificar un gran número 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 gemistocítico, con un citoplasma
muy dilatado, eosinófilo.

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

En uno de estos «oligodendrogliomas-like» estudiados, existían
zonas con una disposición celular que se correspondían con un patrón
muy similar al ofrecido por los «ependimomas-like» descritos en la
literatura, mostrando así una ordenación de las células en cordones o
rosetas celulares en torno a una zona acelular, eosinófila de aspecto
fibrilar, conformando unas estructuras análogas a las descritas por
Borit en los pineocitomas humanos (rosetas de Borit), y a las estruc-
turas acelulares observadas comúnmente en los neurocitomas centra-
les de la neuropatología humana. Es importante señalar el hecho de
que en todos los animales en los cuales se desarrolló un tumor de este
tipo, se podían encontrar además en la sustancia blanca de los hemis-
ferios cerebrales formaciones neoplásicas que correspondían a los
estadios de «proliferaciones iniciales neoplásicas» o «microtumores».
Estos focos neoplásicos estaban constituidos por una población celu-
lar pequeña, isomorfa, de iguales características 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 formación tu-
moral y su evolución hacia auténticos tumores (Figura 6B) puede ser
comprobada cuando se hace el estudio de animales sometidos a este
modelo de neurocarcinogénesis en diferentes edades.

FIGURA 6. A: Aspecto histológico de un microtumor subcortical, fase inicial de
estos tumores (H.E.). B: Estudio microscópico 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 población de células redondas, de aspecto indiferen-
ciado, muy semejante a los neuroblastos. Estas células muestran un
núcleo 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 típicas características de los oligodendrocitos
maduros, sino que muestran características típicas de células primi-
tivas con escasos signos de diferenciación. 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-
ción neuronal (Figura 7A).

Los estudios inmunohistoquímicos realizados sobre estos tumo-
res ponen de manifiesto, al igual que los estudios de microscopía
óptica y los estudios ultraestructurales, el carácter primitivo de las
células que las componen.

Tanto las «proliferaciones neoplásicas iniciales» como los «mi-
crotumores», que existían simultáneamente a los tumores cerebra-
les, fueron negativos a todo tipo de marcadores inmunohistoquími-
cos, tanto de la línea glial como de la línea neuronal. Solamente en
alguna ocasión 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 línea glial como de la línea neuronal.
La vimentina fue positiva de forma clara en el 50% de los tumores.
Además este marcador mostraba positividad en todos los astrocitos
que circundaban al tumor. Existieron tres casos donde se dio una
clara coexpresión en las células tumorales, para la PGA y la vimen-
tina, hecho que apoya los datos obtenidos en los estudios ultraes-
tructurales acerca del carácter primitivo de estas neoplasias. La pro-
teína S-100 fue positiva, por lo general, en los astrocitos reactivos
del tumor. Con respecto a los marcadores de la línea neuronal, la
proteína de NF y la sinaptofisina mostraron también positividad en
todos los casos, siendo de mayor grado la expresión de la sinaptofi-
sina (Figura 7B).

En lo referente a los tumores que mostraban áreas con un patrón
similar a los «ependimomas-like» de la literatura, se pudo demostrar
que en estas áreas el patrón inmunohistoquímico fue similar al des-
crito previamente en las zonas que mostraban una típica apariencia
de oligodendrogliomas, aunque ocasionalmente pudo apreciarse un
patrón de positividad difuso, en el neuropilo tumoral, para la sinap-
tofisina (Figura 7C). En cuanto a los marcadores típicos de células
astrogliales, la PGA se mostró positiva en los astrocitos hipertróficos
reactivos que se encontraban en la sustancia blanca adyacente al
tumor, y sólo en algunas ocasiones se halló positividad en pequeños
grupos de células tumorales (Figura 7D).
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DISCUSIÓN

Tumores inducidos y período 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 histológica de los tumores
inducidos por ENU en la rata Wistar. Así, con las condiciones experi-
mentales utilizadas (inyección de 50 mg/kg de ENU intraperitoneal,
en el día 17 de gestación), los tumores que primero se desarrollan son
los llamados «Schwannomas malignos», generalmente localizados en
la región del Ganglio de Gasser y del nervio trigémino. Estos resulta-
dos coinciden con los obtenidos por Cravioto y cols. (3). Estas neopla-

FIGURA 7. A: Aspecto de las células tumorales, al microscopio electrónico,
mostrando gránulos densos intracitoplasmáticos (flechas) lo que sugiere
diferenciación neuroblástica. B: Marcada positividad a la sinaptofisina
en las células tumorales (tinción inmunohistoquímica). C: Positividad

inmunohistoquímica a sinaptofisina en el neuropilo, con tendencia
a la formación de estructuras rosetoides, análogas a las de los neurocitomas

de la neuropatología humana. D: Positividad inmunohistoquímica a PGA
en los astrocitos atrapados entre las células tumorales.
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sias suelen hacerse sintomáticas tras un período de latencia que osci-
la entre cuatro y siete meses, tras la exposición al carcinógeno y pue-
den extenderse por la base del cráneo 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 características morfológicas de
oligodendrogliomas. En la presente serie, la mayor parte de los tumo-
res intracerebrales se hicieron sintomáticos 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 neoplásicas iniciales» locali-
zadas en la sustancia blanca paraventricular, que coexistían con los
macrotumores cerebrales. Estas lesiones tumorales estaban compues-
tas por células muy indiferenciadas e inclasificables histológicamen-
te. Schiffer y cols. (20) afirman que estos focos de «proliferación
neoplásica inicial» comienzan a aparecer en la sustancia blanca,
aproximadamente a los treinta días de la vida del animal como sim-
ples focos de células hiperplásicas y representan solamente una etapa
inicial del desarrollo de los tumores cerebrales.

Los tumores que se desarrollan a partir de estas «proliferaciones
neoplásicas iniciales» pueden continuar por dos líneas diferentes de
desarrollo, una línea astroglial y una línea oligodendroglial. Este
doble curso de desarrollo corresponde con las observaciones de Lan-
tos (17). Este autor señala que las zonas blanco para el ENU en el
cerebro son las células primitivas de la región 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 estaría 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 comparación con los datos ofrecidos en la literatura, nuestros
resultados parecen mostrar una menor incidencia de tumores múl-
tiples, hallazgo que se acepta como característico en el modelo ex-
perimental de neurocarcinogénesis por ENU (12). Por ejemplo, en
los estudios realizados sobre ratas de la cepa Long-Evans, más del
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30% de los animales desarrollan tumores múltiples tras la adminis-
tración de una dosis única de ENU, cinco veces inferior a la utilizada
por nosotros, administrada también en el día 17 de gestación (8, 9).

En cuanto al período de latencia de aparición 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 inducción, aún utilizando dosis inferiores de ENU.
Estas diferencias en cuanto al tanto por ciento de tumores desarro-
llados y su período de latencia entre las diferentes cepas de anima-
les, e incluso dentro de una misma cepa, dependiendo de la edad,
dificulta la comparación de resultados entre los diferentes laborato-
rios, acerca de la distribución y naturaleza de los tumores desarro-
llados después de la administración trasplacentaria de ENU. A pesar
de ello, parece existir más o menos un acuerdo en cuanto a la se-
cuencia de aparición de las diferentes transformaciones neoplási-
cas y de su período de latencia. Sin embargo no existe un acuerdo
entre los diferentes autores con respecto a la naturaleza histológica
de estas neoplasias, ni en cuanto a los criterios de clasificación. 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 señala un claro componente astrocitario. Le segui-
rían en frecuencia los tumores clasificables como «oligodendroglio-
mas». En comparación con las descripciones que existen en la lite-
ratura, llama la atención 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 clasificación (11, 14, 22). Nosotros hemos
renunciado a clasificar como ependimomas, o como tumores mixtos,
a algunos tumores con patrón rosetoide, en los que se reconocían
áreas de aspecto oligodendroglial como patrón predominante. Ade-
más, apoyamos las observaciones que clasifican los tumores induci-
dos por ENU, con patrón mixto de oligodendroglioma-ependimoma,
como tumores primitivos muy indiferenciados, a pesar de su apa-
riencia morfológica, ya que en nuestro único caso en que se reco-
noció un claro patrón ependimario, la microscopía electrónica no
mostró estructuras propias de los ependimomas, mostrando sin
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embargo, una expresión inmunohistoquímica análoga a la de otros
tumores con un patrón puro de oligodendroglioma.

Posibilidad de diagnóstico 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 característica, los tumores
experimentales se muestran hipointensos en fase T1, hiperintensos en
fase T2 y captan contraste paramagnético (gadolinio) de forma inten-
sa y homogénea.

Aunque en nuestro material sólo se han detectado tumores con un
tamaño suficiente para su observación macroscópica, es obvio que el
diagnóstico 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
líneas tumorales transplantables sobre animales singénicos.

Características morfológicas de los tumores tipo
«neurinomas»

El término usado para describir este tipo de tumores ha sido el
de «neurinoma» o «schwannoma maligno». Los estudios histológicos
sobre los tumores, que se originan en el SNP, concretamente a nivel
del nervio trigémino, parecen señalar que el principal tipo celular
que componen estas neoplasias son las células de Schwann (7). Así,
según afirman los estudios realizados por Cravioto y cols. (3), los
tumores experimentales del SNP son histológica y ultraestructural-
mente tumores de células de Schwann. En cuanto a los resultados
histológicos obtenidos por nosotros en el estudio de los Schwanno-
mas, tenemos que decir que nuestros datos coinciden con las des-
cripciones histológicas 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 además de las descritas células de Schwann neoplá-
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sicas, otro tipo celular, compuesto por elementos celulares con un
aspecto bastante indiferenciado, muy semejante al de los típicos
neuroblastos, incluso en algunas ocasiones se observan prolongacio-
nes citoplasmáticas, que indican su posible diferenciación neuronal.
Los estudios inmunohistoquímicos de la expresión 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 carácter neuroectodérmico primi-
tivo de la mayor parte de las células que integran estas neoplasias.

Según Cravioto y cols. (3), los tumores inducidos por ENU, en el
SNP, muestran una importante positividad a la proteína S-100, que es
considerada como un marcador específico del Sistema Nervioso. La
sinaptofisina fue aislada y caracterizada a partir de vesículas presináp-
ticas en neuronas de cerebro bovino, y su presencia se utiliza para
demostrar inmunohistoquímicamente, la diferenciación neuroendo-
crina de algunos tumores y para tumores neuroectodérmicos primiti-
vos. La inmunorreactividad para la sinaptofisisna de una importante
población de células tumorales, en los tumores ENU-inducidos, per-
mite interpretar estos supuestos schwannomas, como tumores neu-
roectodérmicos primitivos que muestran signos inmunohistoquímicos
de diferenciación neuronal, y apoyar la hipótesis de Jones y cols. (11)
acerca del carácter neuroblástico de estas neoplasias. El patrón de
distribución 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 sólo de un 50% en el caso de la vimentina.

Características morfológicas de los tumores
tipo oligodendroglial

Las neoplasias con aspecto morfológico de oligodendrogliomas,
desarrolladas en la sustancia blanca paraventricular, han sido los
únicos tumores cerebrales obtenidos en nuestra serie. Estos datos no
coinciden con los obtenidos por otros autores. Así, Lantos (17) dis-
tingue dos líneas de tumores diferentes que se pueden desarrollar en
los hemisferios cerebrales: una línea astroglial y una línea oligoden-
droglial. Nosotros hemos clasificado todas estas neoplasias como
oligodendrogliomas, aunque ocasionalmente hallamos observado
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áreas que según descripciones de la literatura, podrían haber justi-
ficado la clasificación 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, basándose en estudios de microscopía electróni-
ca, defienden el carácter indiferenciado de tumores supuestamente
ependimarios y los definen como tumores neuroepiteliales primiti-
vos con algunas características oligodendrogliales.

Al igual que ocurre con los schwannomas malignos, en el caso de
los oligodendrogliomas, el carácter neuroectodérmico primitivo, suge-
rido por los estudios ultraestructurales, se ve apoyado por los estudios
inmunohistoquímicos. La observación de que, desde el punto de vista
inmunohistoquímico, las diferentes áreas de estos aparentes tumores
mixtos expresan los mismos marcadores, apoya nuestro criterio de
que están compuestos por una misma población de células tumora-
les, aún cuando dichas células pueden mostrar, en determinadas
áreas, un patrón morfológico diferente del que es habitual en la ma-
yor parte de los tumores clásicamente catalogados como de aspecto
oligodendroglial. En cuanto a la interpretación de los hallazgos inmu-
nohistoquímicos, existe una concordancia entre nuestros resultados y
los de otros autores, con respecto a la expresión de la proteína S-100,
PGA y vimentina. En todas las fases de crecimiento de las neoplasias
por ENU existe un gran número de astrocitos que expresan positivi-
dad a la PGA. Estos astrocitos se encuentran en la periferia del tumor
y en la región peritumoral. Nosotros creemos que la mayoría de los
astrocitos que expresan positividad a la PGA, situados en los alrede-
dores y en el interior del tumor, corresponden con astrocitos hiper-
tróficos 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 expresión de ambos marcadores,
hecho que apoya el carácter indiferenciado de estas células, pues la
coexpresión de la PGA y de la vimentina es un marcador del fenotipo
astroglial inmaduro. Esta interpretación está en línea con el presente
concepto que representa que la vimentina es el tipo más numeroso
de filamentos intermedios de la astroglia inmadura, y es seguido por
la PGA más tarde en el desarrollo. Sin embargo, otros autores afirman
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que la positividad a la PGA sólo existe en los astrocitos hipertróficos
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 patología humana este marcador
es útil para el reconocimiento de tumores neuroectodérmicos primiti-
vos como el meduloblastoma e igualmente para el reconocimiento de
tumores de carácter neuronal, es lógico 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
diferenciación neuronal, independientemente de su apariencia morfo-
lógica. Esta conclusión 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 día se acepta en neuropatología 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 inmunohistoquímicos y ultraestruc-
turales, los que ofrecen la posibilidad, la mayoría de las veces, de su
correcta clasificación, ya que generalmente suelen ser mal diagnos-
ticados como oligodendrogliomas en base a su aspecto histológico.
Este caso es muy similar al ofrecido por los oligodendrogliomas in-
tracerebrales desarrollados en la rata después de la administración de
ENU, donde aún no existe un acuerdo entre los diferentes autores
acerca de su clasificación. Se observa, por tanto, que una apariencia
histológica oligodendroglial no debe prejuzgar la naturaleza neuronal
o glial de una determinada neoplasia, siendo esta consideración váli-
da tanto para tumores humanos como para los tumores experimenta-
les de nuestra serie, donde el patrón de marcaje inmunohistoquímico
y las características ultraestructurales sugieren que, independiente-
mente del aspecto histológico con la tinción convencional de H.E.,
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dichas neoplasias pueden ser consideradas como tumores neuroecto-
dérmicos primitivos con una clara tendencia a la diferenciación neu-
ronal. También merece ser discutida la posible relación etiológica
entre los tumores inducidos por ENU y los tumores cerebrales que
acontecen en la clínica humana. Aunque no existen datos fiables acer-
ca de los factores etiológicos que determinan el inicio de un tumor
cerebral humano, considerándose la posibilidad de un mecanismo
multifactorial, resulta interesante la apreciación de que el contacto
con un carcinógeno, en la época intrauterina de la rata pueda dar
lugar, varios meses después del nacimiento, al desarrollo neoplásico.
Es más, si consideramos el ciclo biológico de los roedores, en el mo-
mento en que las neoplasias experimentales se hacen manifiestas
(edad media de la vida de la rata) sería superponible a la edad de
máxima incidencia de tumores cerebrales en el ser humano (edad
adulta). Si algunos tipos de tumor cerebral humano podrían estar ge-
néticamente determinados como consecuencia de alteraciones cromo-
sómicas resultantes de una exposición a carcinógenos en el período
prenatal, es una cuestión abierta, cuyo planteamiento puede ser váli-
do ante las similitudes cronobiológicas y morfológicas entre los tumo-
res cerebrales humanos y los tumores experimentales inducidos por
nitrosoureas.

Caracterización e histogénesis de los tumores obtenidos

A la vista de los resultados obtenidos en nuestro presente estudio,
cabe plantearse la exacta caracterización de los tumores experimen-
tales inducidos por ENU, con los parámetros utilizados, y además,
tratar de establecer su histogénesis. Resulta obvio que, al menos en
nuestra serie, los tumores inducidos por ENU en la rata Wistar pre-
sentan características inmunohistoquímicas y de microscopía elec-
trónica comunes, independientemente de su variable aspecto mor-
fológico cuando se estudian con tinciones convencionales, como es
la hematoxilina-eosina. Dichas características comunes nos llevan
a interpretar estas neoplasias como tumores neuroectodérmicos pri-
mitivos, con capacidad para una diferenciación dual, aunque es obvio
que la constante positividad a los marcadores neurales sugiere una
mayor tendencia a la diferenciación neuronal. Esta interpretación es
contraria a los supuestos previamente establecidos, ya que numero-
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sos autores señalan la naturaleza glial de estos tumores y la excep-
cional rareza de tumores ENU-inducidos con características neura-
les. Es también en base a esta interpretación morfológica, que estos
mismos autores emiten la hipótesis de que la célula diana para el
desarrollo neoplásico sería 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 diferenciación inmunohistoquímica de las
células de los tumores cerebrales ENU-inducidos (expresión de mar-
cadores gliales y neurales) podemos buscar, como elementos diana,
un precursor común en la embriogénesis del Sistema Nervioso de los
mamíferos, capaz de diferenciarse en elementos gliales y neurales.
Esta célula precursora corresponde lógicamente 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 neuropatología y negado por
la escuela española. En cualquier caso, creemos que la consideración
de una célula precursora indiferenciada, como constituyente de los
tumores neuroectodérmicos primitivos cobra mayor trascendencia
si se tienen en cuenta en neuropatología 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-
munohistoquímicas y ultraestructurales entre nuestros tumores ex-
perimentales tanto del Sistema Nervioso Central como del Sistema
Nervioso Periférico, nos lleva a considerar una célula precursora
común, para ambos tipos de neoplasias, lo que se ha visto apoyado
en la literatura por las ocasionales descripciones de schwannomas
experimentales con áreas de oligodendroglioma o la interpretación
como neuroblastomas de gran parte de dichos schwannomas (11).
Si aceptamos esta interpretación citogenética, deberíamos admitir
igualmente que la célula indiferenciada de Schaper puede ser altera-
da en un momento determinado de la embriogenesis no sólo a nivel
de la capa germinal subependimaria, sino igualmente a nivel de la
cresta neural en formación, puesto que sólo de esta forma sería
explicable la preferente aparición 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
investigación, creemos oportuno hacer las siguientes consideraciones:
1. La RM es una técnica útil para el diagnóstico 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 parámetros experimenta-
les utilizados, la mayor parte de los tumores inducidos tienen aspec-
tos histológicos de «schwannomas malignos» y «oligodendrogliomas».
En ambos casos se puede encontrar una gran población de células que
presentan características 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
expresión antigénica de marcadores tanto de células gliales como de
células neuronales sugiere el carácter primitivo de estas neoplasias
y su capacidad de diferenciación dual. 4. La positividad a marcado-
res tales como la sinaptofisina y la proteína de los NF, tanto en los «tu-
mores schwannianos» como en los oligodendrogliomas-like, sugie-
re una tendencia a la diferenciación neuronal de estas neoplasias, lo
que se confirma además por las similitudes entre algunos tumores de
apariencia oligodendroglial y los neurocitomas centrales de la neuro-
patología humana. 5. Por último creemos que este tipo de tumores,
clasificados en base a los datos obtenidos en nuestro estudio como
«neoplasias neuroectodérmicas indiferenciadas» pueden ser útiles
para la realización de diversos ensayos terapéuticos que tengan como
finalidad un mejor conocimiento de la biología y posibilidades de
control de los tumores neuroectodérmicos primitivos humanos.
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