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R E S U M E N 

Uti l izando el método de tinción de la bencidina se realizó un estudio sobre las características 
morfológicas de la microvascularización de los tumores cerebrales; paralelamente, en la 
membrana corioalantoidea de embriones de pollo, se estudió la capacidad angiogénica del LCR de 
pacientes con tumores. 

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

Los LCR de pacientes con tumores pr imit ivos del SNC o a distancia mostraron actividad 
angiogénica en el 93'/< de los casos. E l 279? de los LCR controles fueron positivos observándose 
correlación con la edad. 

S U M M A R Y 

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 w i th brain tumours was investigated using as a model the chorioal lantoid membrane of 
chick embryos. 

Vascular density was reduced in benign astrocytomas, oligodendromas and craneopharyngio-
mas, somewhat increased in astrocytomas grade I I 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 w i th distant metastases showed angiogenic 
activity in 93% of cases. Control CSF's were positive in 27% of cases. A positive corelations was 
observed w i t h age. 
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I N T R O D U C C I O N 

Hasta la introducción del método de tinción 
de la bencidina [Lepehne^ y Pickworth^) la 
mayoría de las investigaciones sobre vascula
rización cerebral y tumora l se realizaron con 
técnicas de inyección de contraste^^s-S'. 
Aquel método permite una mayor faci l idad en 
la recogida de muestras, motivo por el cual fue 
ampliamente utilizado**-^!^ y sigue siéndolo 
actualmente en estudios sobre microvascula
rización c e r e b r a l ' i ' - i 3 . 

A part ir de los trabajos de Algire y Chal-
ckley^^ las investigaciones sobre vasculariza
ción tumoral se han polarizado hacia el estu
dio del Factor Angiogénico Tumora l (FAT)!^' 
16.17 presente en tumores experimentales'*'^^" 
y humanos2'-22.2.'i.24_ 

E n este trabajo se han estudiado, a) los 
aspectos morfológicos de la microvasculari
zación cerebral tumoral y b) la posible presen
cia de factores angiogénicos solubles en líqui
do cefalorraquídeo (LCR) de pacientes con 
tumores primarios del sistema nervioso cen
t ra l (SNC) y de otros órganos. 

M A T E R I A L Y M E T O D O S 

a) E s t u d i o de l a microvascularización 

Muestras quirúrgicas (90%) o necrópsicas 
(10%) fueron procesadas para estudios mor
fológicos y de la microvascularización (cua
dro 1). Las piezas fueron fijadas en formol 
(formaldehido 10%) para los estudios histoló
gicos y en formol saturado para el estudio de 
la microvascularización con el método de la 
bencidina. E l método de la bencidina se 
realizó teniendo en cuenta las modificaciones 
que introdujoFazio (1939)'" al método descri
to inicialmente por Pickworth (1934)- mod i f i 
cado ligeramente. Las muestras fueron reco
gidas en una solución hipertónica de formol 
saturada con sacarosa y cloruro sódico (solu
ción acuosa de sacarosa a saturación 45 c e , 
formaldehido al 35%, 15 ce.) durante tres 
días. Una vez fijadas se realizaron cortes por 
congelación de 50 mieras, que fueron recogi
dos en agua destilada. Posteriormente se 
mantuvieron durante 20 minutos a 60.° C , en 
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una solución formada recientemente por A) 
clorhidrato de bendicina 0,2 grms., ácido 
acético, 2 c e y agua destilada 100 c e , y B) 
nitroprusiato sódico, 0,2 grms., y agua desti
lada, 100 c e , mezcladas a partes iguales. A 
continuación los cortes se trasladaron a una 
solución acuosa al 25% de agua oxigenada 
( H 2 0 2 ) a doce volúmenes durante 20 minutos 
a 60.° C. Posteriormente las muestras fueron 
montadas en medio sintético previa deshidra-
tación. 

b) E s t u d i o de l a c a p a c i d a d angiogénica 
en L C R 

Muestras de L C R pertenecientes a 69 pa
cientes (49 varones y 20 mujeres) cuyas 
edades oscilaron entre 24 y 81 años (edad 
media 57), con patología tumora l (tumores 
primarios del SNC o de otros órganos) o sin 
ella (controles, pacientes sometidos a revisión 
o con accidentes vasculares cerebrales is
quémicos) (cuadro 2) fueron recogidas por 
punción lumbar o ventricular (durante la in
tervención quirúrgica), en condiciones de má
xima asepsia y ambiente estéril y almacena
das a 4.° C , hasta su esterilización (mediante 
filtración a través de fi ltros Sartorius de 0,22 
mieras) y liofilización en viales estériles en 
cantidades de 0,2 m i . Los viales liofilizados se 
guardaron amenos 4.° C , hasta la realización 
del text . 

La implantación del L C R liofilizado se 
realizó en la membrana corioalantoidea de 
embriones de pollo (Gallus Domesticus) de 8 
a 9 días siguiendo la metódica utilizada por 
otros autores-''-^^. L a lectura se efectuó a las 
48 horas, bajo estereomicroscopia y tras fija
ción mediante controles fotográficos. 

Todas las muestras se testaron por triplica
do. Se consideró positiva cuando existió in
tensa neovascularización (fig. l A ) en las tres 
pruebas, positiva débil cuando en algunas de 
las pruebas se observó poca vascularización y 
como negativa cuando no existió vasculariza
ción neoformada en ninguna (fig. I B ) . La 
experiencia se planteó mediante la técnica de 
doble ciego, valorándose los resultados me
diante los test estadísticos prueba de chi-
cuadrado y U de Mann -Whitney. 
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Cuadro 1 

C L A S I F I C A C I O N H I S T O L O G I C A DE L O S T U M O R E S * 

1. T u m o r e s de o r i g e n c o n g é n i t o 

— C r a n e o f a r i n g i o m a 1 

2. T u m o r e s de las m e n i n g e s 
— M e n i n g i o m a s 1 4 

3. T u m o r e s de l t e j i d o re t i cu la r 
— R e t i c u l o s a r c o m a p r i m a r i o 

— L i n f o m a s e c u n d a r i o 

1 

1 

4 . T u m o r e s de los vasos s a n g u í n e o s 
— H e m a n g i o b l a s t o m a 1 

5. T u m o r e s de o r i g e n n e u r o e c t o d é r m i c o 
5 . 1 . T u m o r e s de la ser ie g l ia l 

— A s t r o c i t o m a s 
— G l i o b l a s t o m a s m u l t i f o r m e s 

— O l i g o d e n d r o g l i o m a s 

1 5 
1 0 

3 

5.2. T u m o r e s de la ser ie n e u r o n a ! 
— M e d u l o b l a s t o m a s 2 

6. T u m o r e s de los ne rv ios i n t rac ranea les 
— N e u r i n o m a s •fi-^. 6 

7. M e t á s t a s i s i n t rac ranea les 

— M e t á s t a s i s 1 0 

T O T A L 6 4 

* Rubinstein. L. J. (1971) 
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Cuadro 2 

D I A G N O S T I C O S 
N.° de R E S P U E S T A A N G I O G E N I C A 

D I A G N O S T I C O S 
casos 

Pos i t iva Pos i t iva 
Débi l 

Negat iva 

Tumores pr imi t ivos SNC 

— C r a n e o f a r i n g i o m a s 1 1 

— Men ing iomas 2 3 

— Hemang iob las tomas 1 1 

— A s t r o c i t o m a s III 1 1 

— G l i o b l a s t o m a s 2 2 

— Papi lomas 1 1 

— N e u r i n o m a s ' 4 1 3 

Tumores de otros órganos 

— Gástr icos 2 2 

— Leucosis 1 1 

— Laríngeos 2 2 

— L e n g u a 2 2 

— LInfomas 1 1 

— Pulmón 8 3 5 

— Próstata 1 1 

— V e s i c a l e s 1 1 

— O r i g e n desconoc ido 1 1 

Controles 3 7 1 9 27 

Tota l 6 9 14 26 29 

p < 0 .005 

p < 0.001 
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f ' S - — Implantación en la membrana coiioalantoidea 
de embrión de pollo de 0.2 mi. de L C R liofilizado. A) 
Desarrollo de neovascularización en torno a la zona de 

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

R E S U L T A D O S 

a) Microvascularización 

La exposición de los resultados se realizó 
siguiendo la clasificación histológica 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 áreas adamantionoma-
tosas, que ocasionalmente pueden estar en 
relación con algún vaso. (fig. 2 ) . 

2 . Tumores de las meninges. 
Meningiomas. Tanto la disposición de los 

vasos como su configuración 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

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

3. Tumores del tejido reticular. 
Los linfomas primarios reticulosarcoma 

—microglioma— y los linfomas secundarios 
presentan características similares. La micro-
vascularización aumentada globalmente en 
las zonas de expansión tumoral muestra en la 
periferia mínimas alteraciones. Los vasos 
presentan formas toscas (fig. 4). 

4. Tumores de los vasos sanguíneos . 
Hemangioblastomas. La diferenciación de 

los vasos mediante la técnica de la hencidina 
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F i g . 2.— Tinción de hencidina de un craneofaringioma. 
Zona adamant ínomatosa en la que se ohserva una dismi

nución de la microvascularización. X 63. 

se hace difícil, debido al abundante número 
de vasos, su proximidad y a sus dilataciones. 
Las imágenes 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 observó la densidad 
vascular inferior a la del parénquima colin
dante, conservando sus vasos la configuración 
normal (fig. 5A). 

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

Oligodendrogliomas. Los oligodendroglio
mas presentaron vasos alargados, finos y con 
disposición trabecular, dando la impresión de 
pequeñas arborizaciones terminales. En los 
oligodendrogliomas de gran malignidad se 
observó junto a las imágenes descritas, otras 
de características semejantes a las de los 
glioblastomas (fig. 7 ) . 

5.2. Tumores de la serie neuronal. 
Meduloblastoma. La microvascularización 
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F i g . 3.— Tinción de hencidina de un meningioma. A) celulares (m. fibrilar). B) Dispos ic ión irregular de los 
Patrón vascular en dispos ic ión paralela a los haces vasos en un meningioma meningoteliaL X 80. 

Cuadro 3 

e 

D I A G N O S T I C O S de Respuesta ang iogén ica D I A G N O S T I C O S 

' ^^^ "^ Pos i t iva Pos i t iva 
Débi l 

Negat i va 

Tumores pr imi t ivos 
del SNC 

Controles 

Tumores de otros 
órganos 

13 6 46 1 

: 37 1 3 : : 
! x 2 1 1 . 6 p < 0 , 0 0 1 : : 

119 7 37 \ 
: x^s3 p< 0 , 0 0 5 ; 

6 4 6 

9 24 

11 58 

1 8 

27 73 

1 5 

Tota l 69 14 2 6 2 9 

p < 0 . 0 0 0 5 x2 = 1 3 

p < 0 .0001 = 28 .67 
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F i g . 5.— Tinc ión de hencidina de tumores de la serie 
glial. A) Astrocitoma grado I , en el que se observan vasos 
de aspecto normal y en número reducido. B) Astrocitoma 

grado in, d i spos ic ión irregular de los vasos cuyos perfiles 
son toscos, engrosados y con numerosas prolongaciones. 
X 160. 
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Fig. 6.— Tinción de bencidina de un glioblastoma meninge que se ramifica en una distribución arboriforme, 
multiforme. A) Disposición paralela de los vasos a una X 160. 
zona de empalizada. B) Tronco vascular procedente de la 

Fig. 7.— Tinción de bencidina de un oligodendroglioma 
en la que pueden verse las ramificaciones terminales en 

forma de arbusto. X 160. 
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F i g . 8 . — T inc ión de hencidina de un meduloblastoma en 
la que puede observarse un incremento del número de los 

vasos irregularmente distribuidos. X 160. 

F i g . 9.— Tinc ión de hencidina de un neurinoma en la que 
se observa la d i spos ic ión típica de los vasos neoformados. 
X 80. 
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se observó globalmente aumentada, con vasos 
de perfiles toscos y tortuosos. La imágenes 
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 

vascularización aumentada. Imágenes vascu
lares dispuestas a modo de un abanico fueron 
observadas en las zonas de contacto de los 
vasos con las áreas fibrilares y laxas, en las 
zonas vecinas los vasos se hallan desordena
dos (fig. 9). 

7. Metástas is intracraneales. 
La vascularización de las metástasis de

pende del estadio evolutivo del proceso. En 
fases muy tempranas del desarrollo (peque
ños nidos celulares inferiores a 1 mm. de 
diámetro) no se observaron alteraciones de la 
vascularización en el parénquima vecino, es
tando la metástasis sin vasos (fig. lOA). 

F i g . 10.— Tinción de hencidina de metás tas i s . A) 
Pequeño foco metas tás ico en la capa molecular cerebelo-
sa en un estadio avascular. B) A medida que la metás tas i s 

Cuando el tamaño de la metástasis es supe
rior, pequeños 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 metástasis aparecen 
zonas avasculares que corresponden a espa
cios necróticos (fig. lOB). E l parénquima que 
rodea al proceso expansivo metastásico pre
senta disminución de la densidad vascular y 
aunque algunos vasos están dilatados, da la 
impresión de una zona hipoperfundida. 

b) Ang iogénes i s 

Los LCR mostraron respuesta angiogénica 
positiva en el 46V( de los tumores primitivos 
del SNC, en el 3T/< de los tumores a distancia 
y sólo en el 39( de los controles. Respuestas 
positivas débiles se observaron en el 469r de 
los tumores primitivos del SNC, en el 589f de 
los tumores a distancia y en el 24'/¡ de los 
controles. Presentaron resultados negativos 

se desarrolla numerosos hrotes vasculares se dirigen al 
interior de la metás tas i s . L a zona central (N) presenta 
necrosis. 
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el 8% de los tumores primitivos del SNC, el 
59f de los tumores a distancia y el 739f de los 
controles (cuadros 2 y 3). 

En la comparación de los resultados positi
vos entre los LCR primitivos del SNC y los 
controles se obtuvieron resultados estadísti
camente significativos (chi-cuadro 1 1 , 6 , p < 
0 . 0 0 1 ) , que también lo fueron para los LCR de 
los tumores a distancia (chi-cuadrado 9 , 3 , p < 
0 . 0 0 5 ) . La valoración conjuntaa de los resul
tados positivos entre pacientes con tumores y 
controles dio una diferencia estadísticamente 
muy significativa (chi-cuadrado 1 3 , p < 
0 . 0 0 0 5 ) que aumentó hasta una p < 0 . 0 0 1 

cuando se agruparon los resultados positivos 
y positivos débiles frente a los controles 
(cuadro 3). 

No existió correlación entre edad, sexo y 
respuesta angiogénica. De los LCR controles, 
los valorados negativamente presentaron una 
edad media inferior a la de los positivos ( 4 6 
frente a 6 2 años) siendo esta diferencia esta
dísticamente significativa (p < 0 . 0 2 5 ) . 

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

D I S C U S I O N 

Sohs y Alexander ( 1 9 3 9 ) « utilizaron el mé
todo de la hencidina para el estudio de la 
microvascularización cerebral. Diferencias en 
la clasificación histológica de los tumores no 
permitió correlacionar sus observaciones con 
las muestras, aun cuando en líneas generales 
sus resultados son extrapolables. La afirma
ción realizada por estos autores en cuanto a 
que la inspección de las preparaciones de la 
hencidina sería suficiente para llegar al diag
nóstico histológico, aunque útil para enfatizar 
un cierto grado de especificidad en los patro
nes de microvascularización, no puede soste
nerse. Los tumores de la serie glial de baja 
malignidad muestran la densidad vascular 
reducida, incrementándose a medida que 
aumenta el grado de malignidad observándo
se grandes alteraciones en los patrones vascu
lares de los glioblastomas, más intensas en las 
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zonas periféricas de crecimiento tumoral con 
algunas similitudes con las metástasis cere
brales-". Los meningiomas presentan un pa
trón vascular rico sin que pueda establecerse 
una correlación entre incremento de la vascu
larización y su malignidad, la histología perfila 
la disposición de los vasos. Los neurinomas, 
intensamente vascularizado, aunque menos 
que los meningiomas, presentan áreas en las 
que la disposición de los vasos adoptan for
mas características. 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 III), 
aun cuando en los linfomas la morfología 
vascular se conserva en las zonas periféricas 
con invasión tumoral. Puede establecerse que 
tumores con escasas alteraciones morfológi
cas con el método de la hencidina (astrocito
mas grado I y oligodendrogliomas de baja 
malignidad) presentan cambios discretos a 
nivel ultraestructural y que cuando existen 
alteraciones morfológicas intensas con la tin
ción de hencidina se han observado aUeracio-
nes ultrastructurales que difieren de un tipo 
histológico 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 metastásicos 
oculares-'. Nuestros resultados coinciden con 
los obtenidos a partir de tejidos tumorales del 
SNC"* -' La existencia de respuestas angio
génicas, no sólo en los LCR de tumores 
primarios del SNC sino también en los pa
cientes con tumores a distancia, en los que no 
existió evidencia clínica ni por tomografía 
computarizada de metástasis cerebral hace 
suponer la posibilidad de que el FAT liberado 
por el tumor difunda a través de la sangre y 
pase la barrera hematoencefálica. 

La distinta capacidad de respuesta angio
génica, dependiente de la histología tumoral, 
observada con los LCR de tumores primarios 
del SNC coincide con las observaciones de 
otros autores-' -** lo que sugiere la existencia 
de una correlación entre la respuesta vascular 
" in vivo" y la potencia del FAT "in vitro", que 
se ve apoyado al comparar los patrones vas
culares observados con la hencidina y las 
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respuestas angiogénicas obtenidas en la 
membrana corioalantoidea a partir de los 
LCR. Sin embargo esto no supone especifici
dad histológica, 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 la respuesta angiogénica. 
El problema sigue estando insuficientemente 

estudiado. Extractos de tejidos normales no 
indujeron angiogénesis'"-". Tampoco se ob
servó con humores acuosos de pacientes con
troles-'. LCR de pacientes controles, en los 
que no existió evidencia clínica de enferme
dades neoplásicas mostraron actividad angio
génicas de los casos, observándose una clara 
relación con la edad. El hallazgo de este alto/^ 
de respuestas positivas nos hace pensar en 
que la actividad angiogénica pueda ser debida 
a un factor intermediario afin a numerosos 
procesos, lo que se ve apoyado en investiga
ciones recientes-"'. 
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