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RESUMEN

Introduccion: Existen evidencias a favor de que los tumores ce-
rebrales experimentales inducidos en roedores por exposicién pre-
natal a etil-nitrosourea (ENU) pueden ser considerados de naturale-
za neurobldstica.

Objetivo: Estudiar en este modelo experimental, el posible efec-
to de la administracién sistémica de factor de crecimiento nervioso
(FCN 78) actuando como un agente biomodulador, capaz de lograr
la maduracién y diferenciacion de las células tumorales, en una fase
inicial del desarrollo tumoral inicial.

Material y métodos: Se han estudiado dos grupos experimenta-
les, compuestos cada uno de ellos por 35 ratas Wistar que fueron ex-
puestas en el periodo prenatal, al efecto del carcinégeno. El grupo de
animales tratados recibié dos ciclos de FCN 7S por via sistémica, a
la dosis de 15 mg cada tres dias, entre los dias 30 y 60, y entre los
dias 75 y 90 de edad.

Resultados: Tras un periodo de seguimiento evolutivo de diez
meses tras el nacimiento, todos los animales del grupo control fueron
sacrificados por deteccién de sintomatologia neurolégica atribuida
al desarrollo de un tumor intracraneal. En este grupo de animales se
detectaron 54 tumores, cuya sintomatologia se hizo evidente entre la
14 y 32 semanas de vida (media de 22 + 3). Por el contrario, en el gru-
po de animales tratados, sélo 24 fueron sacrificados por deteccién de
sintomatologia neurolégica, apreciindose en este grupo un total de
28 tumores, que se hicieron evidentes entre las 26 y 40 semanas de
edad (media de 32 + 3). El andlisis comparativo de las curvas de su-
pervivencia mostré una mayor supervivencia (p < 0,0001) en el gru-
po de animales tratados con FCN. Estos datos sugieren el efecto bio-
modulador del FCN en el modelo de neurocarcinogénesis por ENU
y sugieren su utilidad clinica en el caso de tumores neuroblistices o
neuroectodérmicos indiferenciados que conserven capacidad de di-
ferenciacién neuronal.
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ABSTRACT

Introduction: Recent evidences showed that brain tumors indu-
ced in rats by ethyl-nitrosourea (ENU) can be considered of neuro-
blastic nature.

Objective: To study, in this experimental model, the possible ef-
fect of the systemic administration of nervous growth factor (NGF
7S) in a phase of initial tumor development, as a biological agent able
to achieve the maturation and differentiation of the tumor cells.

Material and methods: Two experimental groups, each one of
them with 35 Wistar rats previously exposed in the prenatal period
to the effect of the carcinogen, have been studied. The group of tre-
ated animals received two cycles of NGF 7S by systemic route, at a
dose of 15 mg every three days, between the days 30 and 60, and bet-
ween the days 75 and 90 of age.

Results: After a follow-up of ten months after the birth, all the
animals of the control group were sacrificed due to detection of neu-
rological symptoms attributed to the development of an intracranial
tumor. In this group, 54 intracranial tumors were detected whose
symptoms became evident between the 14 and 32 weeks of age (me-
an of 22 + 3). On the contrary, in the group of treated animals, alo-
ne 24 were sacrificed after detection of neurological symptoms, being
appreciated in this group a total of 28 tumors that became evident
between the 26 and 40 weeks of age (mean of 32 + 3). The compara-
tive analysis of the survival curves showed a greater survival (p <
0.0001) in the group of treated animals. These findings show a bio-
modulator effect of the NGF in the ENU-model of neurocarcinoge-
nesis, and suggest its clinical utility in human neuroblastic tumors or
in the case of undifferentiated neuroectodermal tumors with capa-
city for neuroblastic differentiation.

Key words: Ethyl-nitrosourea, brain tumors, nerve growth factor.

Vaquero J, Zurita M, Oya S, Aguayo C

Influence of the systemical administration of nervous growth
factor on the development of ethyl-nitroso-urea induced brain
tumors

Mapfre Medicina, 2004; 15: 171-175

Correspondencia:

J. Vaquero

Hospital Universitario Puerta de Hierro
San Martin de Porres, 4

28035 Madrid

Fecha de recepcion: 70 de diciembre de 2003

El estudio ha sido realizado por medio de una
Beca de Investigacion de la Fundacion MAPFRE
Medicina.

MAPFRE MEDICINA, 2004; vol. 15, n.° 3 171



J. Vaquero, M. Zurita, S. Oya, et al.

INTRODUCCION

La posibilidad de controlar la progresién de tu-
mores por medio de tratamientos bioldgicos ofre-
ce interesantes perspectivas y ha llevado en las
ultimas décadas a la identificacion de ciertas sus-
tancias conocidas como «modificadores de res-
puesta biolégican. Sin embargo, en el momento
actual, la eficacia de tratamientos biomodulado-
res en el campo de la neuro-oncologia parece
muy limitada, posiblemente porque cualquier in-
tento de actuacion terapéutica con estas técnicas
requiere, para que sea Util, que se actue sobre un
pequeno numero de células tumorales, lo que
nunca se da en la practica, porque cuando se
diagnostica un tumor cerebral, el nimero de cé-
lulas que lo constituye es ya muy elevado vy, por
lo tanto, el crecimiento tumoral es dificilmente
controlable (1). Por esta razén, se han hecho in-
tentos de conocer la eficacia de sustancias bio-
moduladoras del crecimiento tumoral utilizando
modelos experimentales que permiten actuar en
fases precoces del desarrollo neoplasico.

Una de estas estrategias seria la utilizacion de
estas sustancias en fases iniciales tras la implan-
tacion de un tumor experimental. Sin embargo,
esta técnica de estudio tiene el problema de que
siempre puede haber un rechazo espontaneo del
tumor implantado, lo que llevaria erréneamen-
te a atribuir la falta de progresion tumoral a un
efecto terapéutico de la sustancia biomodulado-
ra ensayada. Por ello, se han hecho estudios que
tratan de conocer la influencia de posibles modi-
ficadores bioldgicos del crecimiento tumoral, ac-
tuando sobre neoplasias experimentales, en el
momento en que supuestamente se inicia la ac-
cién del carcinégeno administrado (2). En esta li-
nea de trabajo, las neoplasias cerebrales induci-
das por etil-nitrosourea (ENU) en roedores ofrecen
un modelo experimental extraordinariamente Util,
por cuanto que se conoce con gran precision el
periodo de latencia para el desarrollo de los tu-
mores inducidos tras la exposicion prenatal al car-
cinégeno {3-11). Como consecuencia de ello, se
conoce que en este modelo de neurocarcinogé-
nesis, en los tres primeros meses de edad, las ra-
tas Wistar, cuyas madres fueron expuestas a la ac-
cién del carcindgeno durante la segunda mitad de
la gestacion, desarrollan tumores cerebrales que
en ese momento evolutivo pueden considerarse
en fase pretumoral o bien de microtumores (3, 12)
(Figura 1).

Teniendo en cuenta publicaciones previas que
muestran que la mayor parte de los tumores ce-
rebrales ENU-inducidos en la rata Wistar pueden
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Figura 1. Tipico foco de microtumor en sustancia blanca
subcortical, en el modelo de neurocarcinogénesis quimica
por ENU. Estos focos se aprecian antes de los tres meses
de edad y evolucionan a los tipicos tumores intracerebra-
les {(hematoxilina-eosina).

ser considerados tumores neuroectodérmicos in-
diferenciados, cuyas células pueden mostrar dife-
renciacion neurobldstica (3, 12-15) y que existen
sustancias biomoduladoras capaces de lograr la
maduracion y diferenciacion de células de neuro-
blastomas (16), nos hemos planteado estudiar la
posible influencia que la administracion sistémica
de factor de crecimiento nervioso (FCN), con un
conocido efecto biomodulador, capaz de lograr la
maduracion y diferenciacion neuronal de células
neuroectodérmicas (17), podria tener sobre la in-
duccion y desarrollo de los tumores cerebrales
ENU-inducidos. Si se objetivara que la adminis-
tracion de FCN modifica el patron de aparicion de
tumores ENU-inducidos en animales expuestos
en periodo prenatal al carcinégeno, no sélo se ob-
tendria un argumento a favor de la naturaleza
neuroblastica de los tumores cerebrales ENU-in-
ducidos, sino que igualmente se confirmaria la hi-
potesis de que factores madurativos de las célu-
las tumorales, en tumores neuroectodérmicos
indiferenciados, podrian tener un efecto antitu-
moral siempre que pudieran actuar sobre un de-
terminado volumen tumoral o pudieran ejercer su
efecto en una fase inicial del desarrollo neopla-
sico.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se seleccionaron 12 ratas
Wistar adultas que iniciaron simultdneamente su
periodo de gestacién. En el dia 17 de gestacion,
cada una de ellas recibié una Unica inyeccion in-
traperitoneal de ENU, a la dosis de 50 mg/kg di-

22



23

suelto en suero fisioldgico. Una vez que concluyo
el periodo de gestacion y durante un intervalo de
24 horas, todas las ratas alumbraron un total de
72 crias. A los 25 dias de edad, las crias fueron
distribuidas al azar en dos grupos experimentales
de 35 animales cada uno de ellos (en ese momen-
to habian fallecido dos crias por razones desco-
nocidas). El grupo de animales tratados recibié
por via intraperitoneal un total de 255 ug de FCN
7S, en el transcurso del segundo y tercer meses
de vida, en dos ciclos de tratamiento (15 pg cada
tres dias, entre los dias 30 y 60 de edad y entre los
dias 75 y 90 de edad). Cada inyeccion se realizo
disolviendo el FCN en un volumen de 1 mi de
suero fisioldgico. Los 35 animales del grupo con-
trol recibieron la misma pauta de administracion
de suero fisioldgico, sin FCN. Todos los animales
fueron examinados diariamente, hasta la apari-
cion de sintomas neurolégicos atribuibles al de-
sarrollo de un tumor intracraneal o hasta finalizar
el periodo de seguimiento (final del décimo mes
de vida). Cuando se detectaron estos sintomas, o
al finalizar el periodo de seguimiento de los ani-
males, éstos fueron sacrificados mediante sobre-
dosificacién anestésica y sometidos a estudio ne-
cropsico. Los tumores cerebrales encontrados se
fijaron en formol-salino para su posterior estudio
con técnicas de microscopia optica.

La supervivencia de los animales en los dos
grupos experimentales se analizd por medio de
las curvas de Kaplan-Meier y se compararon di-
chas curvas utilizando el log-rank test. Un valor de
p < 0,05 se consideré como indice de significacion
estadistica. En el manejo de todos los animales se
siguid la normativa vigente referente al cuidado
de animales de experimentacion médica.

RESULTADOS

Todos los animales del grupo control tuvieron
que ser sacrificados, tras la aparicién de sintoma-
tologia neurologica, en un intervalo de edad en-
tre las 14 y 32 semanas de vida (media de 22+ 3
semanas). En este grupo experimental se detec-
taron anatomopatolégicamente un total de 54 tu-
mores intracraneales, con aspecto de tumores
neuroectodérmicos indiferenciados (Figuras 2, 3y
4). Por el contrario, en el periodo de seguimien-
to de los animales y en el grupo de animales que
recibieron FCN, 24 de ellos mostraron sintomato-
logia atribuida al desarrollo de un tumor intracra-
neal, oscilando el momento de aparicion de sin-
tomas, entre las 26 y 40 semanas (media de 32 =
3 semanas). Tras el sacrificio de estos 24 anima-

FCN y desarrollo de tumores cerebrales ENU-inducidos
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Figura 2. Aspecto macroscdpico del cerebro de una rata
Wistar con un tumor cerebral ENU-inducido. Se observa el
edema cerebral en el hemisferio donde se localiza el tu-

mor.

Figura 3. Aspecto macroscopico de un tumor cerebral
ENU-inducido.

_ ! - E L1
Figura 4. Aspecto histoldgico de un tumor cerebral ENU-
inducido en la rata Wistar. Se observa el aspecto indife-
renciado de las células tumorales, con imagenes de mito-
sis (hematoxilina-eosina).

les se detectaron, anatomopatologicamente, 28 tu-
mores con las mismas caracteristicas histoldgicas
que las que presentaban los tumores del grupo
control (Figura 5). El andlisis de supervivencia glo-
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Figura 5. Gréfica que muestra los tumores detectados en
los dos grupos experimentales del estudio, a lo largo de
las 40 semanas de seguimiento de los animales. En el gru-
po de animales tratados con FCN se observa un menor nu-
mero de tumores y un retraso en su aparicion.

bal de ambos grupos experimentales, correspon-
diente al tiempo de seguimiento, mostré una mar-
cada diferencia estadistica (p < 0,0001) con mayor
supervivencia de los animales que recibieron FCN
en el intervalo de edad comprendido entre los 60
y 90 dias tras el nacimiento (Figura 6).

DISCUSION

La exposicion a ENU durante la segunda mi-
tad de la gestacién es un modelo experimental
bien conocido y considerado como un modelo vé&-
lido para la obtencion de tumores neurogénicos
en las ratas hijas (3, 12). Con esta técnica se con-
siguen tumores intracraneales practicamente en
el 100% de la descendencia, con un periodo de la-
tencia también conocido y que depende, sobre to-
do, de la cepa del animal y de la cantidad de car-
cindégeno administrado a la rata madre gestante.
En la rata Wistar, los tumores se hacen patentes
clinicamente tras una latencia de algunos meses
tras el nacimiento, apareciendo en primer lugar
tumores con aspecto de schwanomas malignos
{entre los tres y seis meses de edad) y unos me-
ses mas tarde (entre los 6 y 12 meses) tumores
que recuerdan a los oligodendrogliomas de la
neuropatologia humana. Independientemente del
aspecto histolégico de estos tumores, los estudios
de inmunohistoquimica y de microscopia electré-
nica permiten su clasificacion como tumores neu-
roectodérmicos indiferenciados, con tendencia a
la diferenciacién neuroblastica (3, 12-15).
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Figura 6. Gréficas de supervivencia actuarial, en los dos
grupos experimentales, a lo largo del periodo de tiempo
del estudio. Se observa una clara diferencia (p < 0,0001)
con mayor supervivencia de los animales que recibieron
FCN.

Teniendo en cuenta la potencial diferenciacion
neuroblastica de estos tumores experimentales,
en el presente estudio, hemos tratado de verificar
la hipdtesis de que el FCN puede ser un modula-
dor biolégico, con un efecto inhibidor, sobre el de-
sarrollo de tumores neuroblasticos, a través de
una accion de maduracion y diferenciacion de sus
células constituyentes. Para ello, a un grupo de ra-
tas expuestas prenatalmente al carcinégeno les
hemos administrado dos ciclos de FCN por via
sistémica en un momento en que se estad produ-
ciendo la fase inicial del desarrollo tumoral y en el
que, de acuerdo con observaciones previas, se
pueden detectar los primeros focos de microtu-
mores en localizacion intracerebral.

Los resultados que hemos obtenido muestran
que, con el modelo experimental utilizado, la ad-
ministracion sistémica de FCN 7S tiene un efecto
inhibidor del desarrollo tumoral, disminuyendo
significativamente el nimero de tumores ENU-in-
ducidos y retrasando su momento de aparicion.
La marcada diferencia entre las curvas de super-
vivencia de los dos grupos experimentales, a lo
largo del periodo de seguimiento de los mismos,
refleja el efecto antineoplasico que se ha obteni-
do en el grupo de animales tratados con FCN. Es-
tos hallazgos refuerzan la hipdtesis de que el mo-
delo de neurocarcinogénesis quimica por ENU es
susceptible de una biomodulacién en las prime-
ras fases del desarrollo neoplasico (2, 18) y estén
de acuerdo con descripciones previas a favor de
que el FCN puede inhibir el desarrollo de tumores
del nervio trigémino ENU-inducidos (19, 20). El re-
traso en la aparicion de tumores ENU-inducidos
por efecto de sustancias biomoduladoras puede
ser explicado como consecuencia de que estas
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sustancias hacen a las células nerviosas inmadu-
ras mas resistentes a la accién del carcindgeno,
posiblemente favoreciendo y acelerando su ma-
duracion (2, 20). En cualquier caso, el FCN 7S se
confirma como un claro biomodulador de los tu-
mores cerebrales inducidos en la rata Wistar por
exposicion prenatal a ENU y plantea su posible
utilidad clinica en patologia humana, en el caso
de tumores neuroblasticos o en tumores neuro-
ectodérmicos indiferenciados cuyas células con-
serven potencialidad de diferenciacion neuronal.
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