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RESUMEN

Utilizando el método de tincién de la bencidina se realizé un estudio sobre las caracteristicas
morfolégicas de la microvascularizacién de los tumores cerebrales; paralelamente, en la
membrana corioalantoidea de embriones de pollo, se estudié la capacidad angiogénica del LCR de
pacientes con tumores.

La densidad vascular se observé reducida en astrocitomas benignos, oligodendrogliomas y
craneo-faringiomas, ligeramente aumentada en astrocitomas de grado II y meduloblastomas. Los
astrocitomas malignos, glioblastomas y metéstasis mostraron patrones vasculares muy aumenta-
dos. Los meningiomas estan intensamente vascularizados y menos los neurinomas.

Los LCR de pacientes con tumores primitivos del SNC o a distancia mostraron actividad
angiogénica en el 93% de los casos. E1 27% de los LCR controles fueron positivos observédndose
correlacién con la edad.

SUMMARY

Using the benzidine stain a study was made of the charachteristics and morphology of the
microvascularization of brain tumours; parallel to this study, the angiogenic capacity of the CSF of
patients with brain tumours was investigated using as a model the chorioallantoid membrane of
chick embryos.

Vascular density was reduced in benign astrocytomas, oligodendromas and craneopharyngio-

‘mas, somewhat increased in astrocytomas grade II and meduloblastomas. Increased vascular
patterns were observed in malignant astrocytomas, glyoblastomas and their metastases.
Meningiomas are intensely vascularized, and neurinomas less so.

The CSF of patients with primary CNS tumours or with distant metastases showed angiogenic
activity in 93% of cases. Control CSF’s were positive in 27% of cases. A positive corelations was
observed with age.
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INTRODUCCION

Hasta la introduccién del método de tincién
de la bencidina (Lepehne! y Pickworth?) la
mayoria de las investigaciones sobre vascula-
rizacién cerebral y tumoral se realizaron con
técnicas de inyeccién de contrasted567,
Aquel método permite una mayor facilidad en
larecogida de muestras, motivo por el cual fue
ampliamente utilizado®91° y sigue siéndolo
actualmente en estudios sobre microvascula-
rizacién cerebral!l.12.13,

A partir de los trabajos de Algire y Chal-
ckley'* las investigaciones sobre vasculariza-
ci6n tumoral se han polarizado hacia el estu-
dio del Factor Angiogénico Tumoral (FAT)!**
1617 presente en tumores experimentales!®.19.20
y humanosﬂ‘22'23'24.

En este trabajo se han estudiado, a) los
aspectos morfolégicos de la microvasculari-
zacién cerebral tumoral y b) la posible presen-
cia de factores angiogénicos solubles en liqui-
do cefalorraquideo (LCR) de pacientes con
tumores primarios del sistema nervioso cen-
tral (SNC) y de otros érganos.

MATERIAL Y METODOS
a) Estudio de la microvascularizacion

Muestras quirdrgicas (90%) o necrépsicas
(10%) fueron procesadas para estudios mor-
folégicos y de la microvascularizacién (cua-
dro 1). Las piezas fueron fijadas en formol
(formaldehido 10%) para los estudios histol6-
gicos y en formol saturado para el estudio de
la microvascularizacién con el método de la
bencidina. E1 método de la bencidina se
realizé teniendo en cuenta las modificaciones
que introdujo Fazio (1939)'° al método descri-
to inicialmente por Pickworth (1934)? modifi-
cado ligeramente. Las muestras fueron reco-
gidas en una solucién hiperténica de formol
saturada con sacarosa y cloruro sédico (solu-
cién acuosa de sacarosa a saturacién 45 c.c.,
formaldehido al 35%, 15 c.c.) durante tres
dias. Una vez fijadas se realizaron cortes por
congelacién de 50 micras, que fueron recogi-
dos en agua destilada. Posteriormente se
mantuvieron durante 20 minutos a 60.° C., en

288

una solucién formada recientemente por A)
clorhidrato de bendicina 0,2 grms., acido
acético, 2 c.c. y agua destilada 100 c.c., y B)
nitroprusiato sédico, 0,2 grms., y agua desti-
lada, 100 c.c., mezcladas a partes iguales. A
continuacién los cortes se trasladaron a una
solucién acuosa al 25% de agua oxigenada
(H202) a doce voliimenes durante 20 minutos
a 60.° C. Posteriormente las muestras fueron
montadas en medio sintético previa deshidra-
tacion.

b) Estudio de la capacidad angiogénica
en LCR

Muestras de LCR pertenecientes a 69 pa-
cientes (49 varones y 20 mujeres) cuyas
edades oscilaron entre 24 y 81 afnos (edad
media 57), con patologia tumoral (tumores
primarios del SNC o de otros 6rganos) o sin
ella (controles, pacientes sometidos a revision
o con accidentes vasculares cerebrales is-
quémicos) (cuadro 2) fueron recogidas por
puncién lumbar o ventricular (durante la in-
tervencién quirirgica), en condiciones de mé-
xima asépsia y ambiente esteril y almacena-
das a 4.° C., hasta su esterilizacion (mediante
filtracién a través de filtros Sartorius de 0,22
micras) y liofilizacién en viales estériles en
cantidades de 0,2 ml. Los viales liofilizados se
guardaron a menos 4.° C., hasta la realizacién
del text.

La implantacién del LCR liofilizado se
realizé6 en la membrana corioalantoidea de
embriones de pollo (Gallus Domesticus) de 8
a 9 dias siguiendo la metddica utilizada por
otros autores?*2¢. La lectura se efectud a las
48 horas, bajo estereomicroscopia y tras fija-
cién mediante controles fotograficos.

Todas las muestras se testaron por triplica-
do. Se consideré positiva cuando existi6 in-
tensa neovascularizacién (fig. 1A) en las tres
pruebas, positiva débil cuando en algunas de
las pruebas se observé poca vascularizaciony
como negativa cuando no existié vasculariza-
cién neoformada en ninguna (fig. 1B). La
experiencia se plante6 mediante la técnica de
doble ciego, valorandose los resultados me-
diante los test estadisticos prueba de chi-
cuadrado y U de Mann-Whitney.
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Cuadro 1

CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LOS TUMORES *

1. Tumores de origen congénito
—Craneofaringioma

2. Tumores de las meninges
—Meningiomas

3. Tumores del tejido reticular
—Reticulosarcoma primario
—Linfoma secundario

4. Tumores de los vasos sanguineos
—Hemangioblastoma

5. Tumores de origen neuroectodérmico
5.1. Tumores de la serie glial
—Astrocitomas
—Glioblastomas multiformes
—Oligodendrogliomas

5.2. Tumores de la serie neuronal
—Meduloblastomas

6. Tumores de los nervios intracraneales
—Neurinomas

7. Metastasis intracraneales
—Metdastasis

TOTAL

14

15
10

10

64

* Rubinstein, L. J. (1971)
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Cuadro 2
DIAGNOSTICOS N.° de RESPUESTA ANGIOGENICA
casos i - .
Positiva Positiva Negativa
Débil
Tumores primitivos SNC
—Craneofaringiomas 1 1
—Meningiomas 2 3
—Hemangioblastomas 1 1
—Astrocitomas |l 1 1
—Glioblastomas 2 2
—Papilomas 1 1
—Neurinomas 4 1 3
Tumores de otros érganos
—Gastricos 2 2
—Leucosis 1 1
—Laringeos 2 2
—Lengua 2 2
—Linfomas 1 1
—Pulmdn 8 3 5
—Prostata 1 1
—Vesicales 1 1
—Origen desconocido 1 1
Controles 37 1 9 27
Total 69 14 26 29
p < 0.005
p< 0.001
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Fig. 1.— Implantacién en la membrana corioalantoidea
de embrién de pollo de 0.2 ml. de LCR liofilizado. A)
Desarrollo de neovascularizacién en torno a la zona de

RESULTADOS
a) Microvascularizacién

La exposicién de los resultados se realizé
siguiendo la clasificacién histolégica propues-
ta por Rubestein (1971)* (cuadro 1).

1. Tumores de origen congénito.
Craneofaringioma. La densidad vascular de
los vasos aparece disminuida. Se observan
zonas avasculares en 4reas adamantionoma-
tosas, que ocasionalmente pueden estar en
relacién con algun vaso. (fig. 2).

2. Tumores de las meninges.

Meningiomas. Tanto la disposicién de los
vasos como su configuracién externa fue muy
variable. Las formas fibrilares mostraron pa-
trones vasculares siguiendo los haces celula-
res. Las formas meningoepiteliales a menudo
disponen sus vasos como una amplia red
vascular con vasos de fino calibre y distribu-

implantacién, en el caso de un glioblastoma multiforme.
B) Ausencia de respuesta vascular en un control. Lectura
a las 48 horas. X 20.

cion irregular. Vasos de calibre superior pue-
den observarse en zonas periféricas del tu-
mor. Los vasos de pequeno calibre conservan
los perfiles bien delimitados, los mas gruesos
muestran abombamientos. Las areas interce-
lulares, ocupadas por fibras de colageno o de
reticulina, son avasculares, las psamomato-
sas, pobremente vascularizadas muestran va-
sos elongados y de grueso calibre. (figs.3Ay
3B).

3. Tumores del tejido reticular.

Los linfomas primarios reticulosarcoma
—microglioma— y los linfomas secundarios
presentan caracteristicas similares. L.a micro-
vascularizacion aumentada globalmente en
las zonas de expansién tumoral muestra en la
periferia minimas alteraciones. Los vasos
presentan formas toscas (fig. 4).

4. Tumores de los vasos sanguineos.

Hemangioblastomas. La diferenciacién de
los vasos mediante la técnica de la bencidina
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Fig. 2.— Tincién de bencidina de un craneofaringioma.
7ona adamantinomatosa en la que se observa una dismi-
nucién de la microvascularizacién. X 63.

se hace dificil, debido al abundante nimero
de vasos, su proximidad y a sus dilataciones.
Las imagenes con reticulina o con hematoxili-
na-eosina permiten un mejor reconocimiento
de los vasos.

5. Tumores de origen neuroectodérmico.

5.1. Tumores de la serie glial.

Astrocitomas. En los astrocitomas de bajo
grado de malignidad se observé la densidad
vascular inferior a la del parénquima colin-
dante, conservando sus vasos la configuracion
normal (fig. 5A).

Los astrocitomas de mayor grado de malig-
nidad (grados Il y glioblastomas) presenta-
ron globalmente aumento de la vasculariza-
cién (fig. 5B), con patrones vasculares poco
uniformes, variando de una zona a otra, ob-
servandose una mayor proliferacién en las
zonas periféricas del crecimiento tumoral.
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Los glioblastomas multiformes mostraron
areas avasculares en las zonas de necrosis y
vasos paralelos a la empalizada de las dreas de
seudoempalizada (fig. 6A), el patrén vascular
fue menos homogéneo que en los astrocito-
mas grado III, mostrando, en los vasos que
nacen de las meninges, disposiciones irregu-
lares que recuerdan imagenes arboriformes
(fig. 6B).

Oligodendrogliomas. Los oligodendroglio-
mas presentaron vasos alargados, finos y con
disposicién trabecular, dando laimpresién de
pequenas arborizaciones terminales. En los
oligodendrogliomas de gran malignidad se
observé junto a las imagenes descritas, otras
de caracteristicas semejantes a las de los
glioblastomas (fig. 7).

5.2. Tumores de la serie neuronal.
Meduloblastoma. La microvascularizacion
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Fig. 3.— Tincién de bencidina de un meningioma. A) celulares (m. fibrilar). B) Disposicion irregular de los
Patron vascular en disposicién paralela a los haces vasos en un meningioma meningotelial. X 80.
Cuadro 3
DIAGNOSTICOS N.° de Respuesta angiogénica
casos Positiva Positiva Negativa
Débil

Tumores primitivos

6 1

del SNC 113 6 46 46 8

Controles L 1 3 9 24 |27 73
. x2116 p< 0,001

Tumores de otros 19 7 37 11 58 1 5

érganos : F =

Total 69 14 26 29

p< 0.0005 x2=13

p < 0.0001 x?

28.67

293




REV. NEUROL. (Barcelona), IX, 43 (1981)

Fig. 4.— Tincién de bencidina de un linfoma primario de
SNC en el que se pueden ver vasos gruesos, irregulares y
con perfiles toscos. X 160.

grado III, disposicién irregular de los vasos cuyos perfiles

Fig. 5.— Tincién de bencidina de tumores de la serie
son toscos, engrosados y con numerosas prolongaciones.

glial. A) Astrocitoma grado I, en el que se observan vasos
de aspecto normal y en niimero reducido. B) Astrocitoma X 160.
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Fig. 6.— Tincitn de bencidina de un glioblastoma meninge que se ramifica en una distribucién arboriforme.
multiforme. A) Disposicién paralela de los vasos a una X 160.
zona de empalizada. B) Tronco vascular procedente de la

Fig. 7.— Tincién de bencidina de un oligodendroglioma
en la que pueden verse las ramificaciones terminales en
forma de arbusto. X 160.
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Fig. 8.— Tinci6n de bencidina de un meduloblastoma en
la que puede observarse un incremento del nimero de los
vasos irregularmente distribuidos. X 160.

Fig. 9.— Tincién de bencidina de un neurinoma en la que
se observa la disposicién tipica de los vasos neoformados.
X 80.
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se observé globalmente aumentada, con vasos
de perfiles toscos y tortuosos. La imégenes
observadas fueron muy similares a las de los
astrocitomas de mediano grado de malignidad
(fig. 8).

6. Tumores de los nervios intracraneales.

Neurinomas. Los neurinomas mostraron la
vascularizacion aumentada. Imagenes vascu-
lares dispuestas a modo de un abanico fueron
observadas en las zonas de contacto de los
vasos con las areas fibrilares y laxas, en las
zonas vecinas los vasos se hallan desordena-

dos (fig. 9).

7. Metastasis intracraneales.

La vascularizacién de las metéstasis de-
pende del estadio evolutivo del proceso. En
fases muy tempranas del desarrollo (peque-
nos nidos celulares inferiores a 1 mm. de
diametro) no se observaron alteraciones de la
vascularizacién en el parénquima vecino, es-
tando la metdstasis sin vasos (fig. 10A).

Fig. 10.— Tincién de bencidina de metastasis. A)
Pequeno foco metastasico en la capa molecular cerebelo-
sa en un estadio avascular. B) A medida que la metéastasis

Cuando el tamano de la metastasis es supe-
rior, pequenos brotes vasculares, de calibres
variables y con trayectos serpenteantes e
intensamente anastomasados, incluso for-
mando ovillos, se dirigen a su interior. A
medida que crecen las metastasis aparecen
zonas avasculares que corresponden a espa-
cios necréticos (fig. 10B). El parénquima que
rodea al proceso expansivo metastasico pre-
senta disminucién de la densidad vascular y
aunque algunos vasos estan dilatados, da la
impresion de una zona hipoperfundida.

b) Angiogénesis

Los LCR mostraron respuesta angiogénica
positiva en el 46% de los tumores primitivos
del SNC, en el 37% de los tumores a distancia
y s6lo en el 3% de los controles. Respuestas
positivas débiles se observaron en el 46% de
los tumores primitivos del SNC, en el 58% de
los tumores a distancia y en el 24% de los
controles. Presentaron resultados negativos

se desarrolla numerosos brotes vasculares se dirigen al
interior de la metastasis. L.a zona central (N) presenta
necrosis.
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el 8% de los tumores primitivos del SNC, el
5% de los tumores a distanciay el 73% de los
controles (cuadros 2y 3).

En la comparacién de los resultados positi-
vos entre los LCR primitivos del SNC y los
controles se obtuvieron resultados estadisti-
camente significativos (chi-cuadro 11,6, p <
0.001), que también lo fueron paralos LCR de
los tumores a distancia (chi-cuadrado 9,3, p <
0.005). La valoracién conjuntaa de los resul-
tados positivos entre pacientes con tumores y
controles dio una diferencia estadisticamente
muy significativa (chi-cuadrado 13, p <
0.0005) que aumenté hasta una p < 0.001
cuando se agruparon los resultados positivos
y positivos débiles frente a los controles
(cuadro 3).

No existié correlaciéon entre edad, sexo y
respuesta angiogénica. De los LCR controles,
los valorados negativamente presentaron una
edad media inferior a la de los positivos (46
frente a 62 anos) siendo esta diferencia esta-
disticamente significativa (p < 0.025).

Las respuestas angiogénicas mas intensas
(precocidad en la aparicién de los vasos y
nimero) las mostraron los LCR de glioblasto-
mas, meningiomas, neurinomas y los proce-
dentes de pacientes con neoplasia de pulmén
(oatts-cell).

DISCUSION

Sahs y Alexander (1939)? utilizaron el mé-
todo de la bencidina para el estudio de la
microvascularizacién cerebral. Diferencias en
la clasificacién histolégica de los tumores no
permitié correlacionar sus observaciones con
las muestras, aun cuando en lineas generales
sus resultados son extrapolables. La afirma-
ci6n realizada por estos autores en cuanto a
que la inspeccién de las preparaciones de la
bencidina seria suficiente para llegar al diag-
néstico histolégico, aunque util para enfatizar
un cierto grado de especificidad en los patro-
nes de microvascularizacién, no puede soste-
nerse. Los tumores de la serie glial de baja
malignidad muestran la densidad vascular
reducida, incrementdndose a medida que
aumenta el grado de malignidad observéando-
se grandes alteraciones en los patrones vascu-
lares de los glioblastomas, més intensas en las
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zonas periféricas de crecimiento tumoral con
algunas similitudes con las metastasis cere-
brales?¢. Los meningiomas presentan un pa-
trén vascular rico sin que pueda establecerse
una correlacién entre incremento de la vascu-
larizacién y su malignidad, la histologia perfila
la disposicién de los vasos. Los neurinomas,
intensamente vascularizado, aunque menos
que los meningiomas, presentan éreas en las
que la disposicién de los vasos adoptan for-
mas caracteristicas. Los meduloblastomas
tienen patrones vasculares semejantes a los
astrocitomas de mediano grado de malignidad
y los linfomas a los astrocitomas de mayor
grado de malignidad (astrocitomas grado II),
aun cuando en los linfomas la morfologia
vascular se conserva en las zonas periféricas
con invasién tumoral. Puede establecerse que
tumores con escasas alteraciones morfolégi-
cas con el método de la bencidina (astrocito-
mas grado I y oligodendrogliomas de baja
malignidad) presentan cambios discretos a
nivel ultraestructural y que cuando existen
alteraciones morfolégicas intensas con la tin-
cién de bencidina se han observado alteracio-
nes ultrastructurales que difieren de un tipo
histolégico a otro?’.

El ‘hallazgo de actividad angiogénica en
LCR tumorales concuerda con las observa-
ciones realizadas con humor acuoso de pa-
cientes con tumores primarios o metastasicos
oculares?!. Nuestros resultados coinciden con
los obtenidos a partir de tejidos tumorales del
SN(C!821.23 T,a existencia de respuestas angio-
génicas, no s6lo en los LCR de tumores
primarios del SNC sino también en los pa-
cientes con tumores a distancia, en los que no
existié6 evidencia clinica ni por tomografia
computarizada de metastasis cerebral hace
suponer la posibilidad de que el FAT liberado
por el tumor difunda a través de la sangrey
pase la barrera hematoencefalica.

La distinta capacidad de respuesta angio-
génica, dependiente de la histologia tumoral,
observada con los LCR de tumores primarios
del SNC coincide con las observaciones de
otros autores®!?® lo que sugiere la existencia
de una correlacién entre la respuesta vascular
“invivo” y la potencia del FAT “invitro”, que
se ve apoyado al comparar los patrones vas-
culares observados con la bencidina y las




S. LOPEZ-POUSA y COLS.- MICROVASCULARIZACION DE LOS TUMORES CEREBRALES

respuestas angiogénicas obtenidas en la
membrana corioalantoidea a partir de los
LCR. Sin embargo esto no supone especifici-
dad histolégica, ni tampoco parece que pueda
deberse exclusivamente a la cantidad de FAT.
Reacciones vasculares de intensidad variable
fueron observadas cuando se implantaron
cantidades iguales de FAT procedentes de
diferentes tumores?’. Implantes con LCR tu-
moral en concentraciones diversas, realizados
por nosotros, no mostraron diferencias signi-
ficativas en cuanto a larespuesta angiogénica.
El problema sigue estando insuficientemente
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