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Estudio ultraestructural de un tumor de Ewing*
Dr. JuAN JosE SEGURA FONSECA*#

Desde la descripcion original por Ewing en 1921, la histogénesis del tumor
que lleva su nombre ha sido un enigma. Este autor creia que la lesion tiene
un origen vascular dada la disposicion frecuente de células dentro y alrededor
de los vasos sanguineos, por lo que lo llamé “Endotelioma difuso del hueso”
(5, 6). Algunos autores creen que la célula de donde deriva el tumor de Ewing
es de estirpe mieloide reticular por su parecido con las células de los linfomas
histiociticos (reticulosarcomas), primarios de los gaglios linfaticos (15, 16, 27,
28, 29), sin embargo para Willis todos los tumores clasificados como sarcomas
de Ewing son neuroblastomas metastasicos, muchas veces a partir de un neuro-
blastoma oculto, enfatizando este hecho en las similitudes tanto histopatologicas
como roentgenogrificas que presentan ambos tumores (1, 3, 22). Los estudios
de la ultraestructura y cultivo de las células tumorales, si bien no definen un
origen especifico, han ayudado a descartar un origen enteramente vascular, aunque
csos resultados no son completamente uniformes existiendo divergencias de
op'nién en los resultados obtenidos por los diferentes autores (9, 10, 11, 24,
27). El propésito del presente trabajo es el de informar sobre la ultraestructura
de un tumor de Ewing y discutir los hallazgos.

INFORME DE UN CASO

Se trata de una mujer de raza negra, de 19 afios de edad que ingreso
en ¢l hospital de la ciudad de San Luis, Missouri, Estados Unidos, con dolor y
signos de inflamacién en la mitad superior del muslo izquierdo, de varias sema-
nas de evolucidn, sin antecedentes de traumatismo. La exploracion fisica mostrd
aumento de volumen con enrojecimiento en la regién anterointerna de la mitad
superior del muslo. En los eximenes de laboratorio se encontrd leucocitosis de
9500 por mm?* con una cuenta diferencial normal. Una radiografia del muslo
mostré un ligero ensanchamiento de la cavidad medular del fémur, con bordes
internos irregulares y pequeiias zonas de rarefaccion en la corteza Osea (Fig.
1). Una radiografia del térax asi como radiografias del resto del esqueleto no
mostraron metastasis. Se le efectué una biopsia, encontrindose infiltracién de
las masas musculares por un tejido blanquecino de consistencia friable y una
corteza Gsea muy delgada y porosa.

*  Parte de este trabajo se realiz6 en los Laboratorios de Microscopia Electrénica del
Departamento de Patologia del Hospital Barnes y Escuela de Medicina de la Washington
University, San Luis, Missouri.

#% Departamento de Patologia, Hospital San Juan de Dios, y Cdtedra de Patologfa, Facul-
tad de Medicina, Universidad de Costa Rica.



104 ACTA MEDICA COSTARRICENSE

MATERIAL Y METODO

Para la microscopia de luz las secciones representativas de la biopsia se
incluyeron en parafina y se emplearon las siguientes tinciones: hematoxilina y
cosina, tincién de Laidlaw para reticulo y la técnica del 4cido periodico de
Shiff (P. A. S.) para la demostracién de glicogena.

Para su observacion con el microscopio electrénico se cortaron bloques de
2 mm cibicos de volumen, se suspendieron y se lavaron durante doce horas en
amortiguador de fosfato de sodio a un pH de 7, 4, luego se fijaron en una
solucion de glutaraldehido al 2,59 durante dos horas y se postfijaron en una
solucién fria de tetraéxido de osmio al 1% a 4 C° en una solucién de fosfato
de sodio durante una hora. Las muestras fueron luego deshidratadas en solucién
de alcohol etilico de concentracion ascendente y 6xido de propileno, para luego
ser incluidas en Epon 812, siguiendo la técnica de Loockwood (16). Las seccio-
nes ultrafinas se cortaron empleando un ultramicrotomo Porter-Blum tipo MT-2
y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo, segin el método
propuesto por Reynolds (14), para observarse en un microscopio electrdnico
R.C.A. modelo EMU-3.

RESULTADOS
Microscopio de luz:

Se observa un tumor constituido por células grandes, ligeramente redon-
das, muy regulares, con escaso citoplasma, nucleos grandes, con la cromatina
dispersa y nucledlos algo prominentes. Las membranas nucleares se observan
bien delimitadas y los bordes celulares son poco definidos. Las células se disponen
en grupos y muestran ocasionalmente un arreglo perivascular a manera de
pseudorosetas. En otras dreas el tumor se acompana de extensas zonas de necrosis
de coagulacién. En estas zonas se aprecian grupos de células mis pequefas de
nucleos muy oscuros (Fig. 3, flechas). Las tinciones para reticulo revelan escasas
fibras reticulares asociadas con trabéculas fibrosas o alrededor de los vasos capi-
lares de soporte del tumor, pero no se encuentran asociadas ni con células
individuales ni rodean grupos celulares. Con la tincién de P.A.S en algunas
células se observan abundante material P.A.S positivo en el citoplasma (Fig. 4).

Microscopio Electrénico:

Las células tumorales de la biopsia se identificaron mediante comparacion
con secciones grucsas tefiidas con Azul de Toluidina. Las células individuales
muestran poca irregularidad en su forma, presentan poco citoplasma y se encuen-
tran separadas por fibras coligenas (Fig. 5). Las membranas celulares aparecen
formadas por una sola capa y no se encuentran rodeadas por material de membra-
na basal. Entre algunas células es posible observar complejos de unién de tipo
desmosémico con una densidad electrénica mayor en el citoplasma subyacente
(Fig. 5, flechas). Algunas células presentan proyecciones citoplismicas de tipo
microvellosidades (Fig. 7). El citoplasma presenta abundantes grinulos agru-
pados que corresponden a particulas de glicogeno de moderada densidad electré-
nica como se observa en la figura 6 (Flechas). Las mitocondrias son pequefas
y muchas tienen forma redonda. Muchas de las células carecen de complejos
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de Golgi y el reticulo endoplasmico rugoso aparece dilatado. Las células peque-
fias de nicleos obscuros observadas en las dreas de necrosis con el microscopio
de luz, corresponden a células muy irregulares con niicleos que contienen una
cromatina dispersa y en grumos y de alta densidad electronica, presentando
ademds procesos citoplismicos que se extienden en medio de las otras células
adyacentes. El citoplasma de estas células es escaso y no contiene grinulos de
glicdgeno en comparacién con el de las células claras. El nacleo de las células
claras presenta ocasionalmente invaginaciones de la membrana y pequefias estruc-
turas de tipo grinulo-filamentoso (Fig. 6, flechas anchas).

DISCUSION:

En sus estudios originales, Ewing describe un tumor del hueso que €l
crefa se originaba de diversos tipos celulares que caracteriz6 como células endo-
teliales ya fuera que se encontraran revistiendo vasos sanguineos, linfiticos, o
endotelio perivascular y sinusoidal del reticulo linfoide, basindose en la obser-
vacion frecuente de la invasion o infiltracién de los vasos por parte del tumor
(5, 6). El examen cuidadoso de secciones finas del tumor de Ewing revelan que
las células neopldsicas no tienen la capacidad de formar vasos o canales vascula-
res, sino que muestran alto grado de angioinvasién. Los estudios ultraestructu-
rales de tumores vasoformativos, angiomatosos y del tipo hemangiopericitoma,
muestran células rodeadas por abundante material de membrana basal y las células
contienen numerosas vesiculas picnocitéticas y “cuerpos de anclaje” (13, 16, 20,
25). La ausencia de estas caracteristicas ultraestructurales en los tumores de Ewing
estudiados previamente con el microscopio electrénico y su confirmacioén en nuestro
estudio no apoyan un origen vascular para el tumor de Ewing (9, 10, 11, 12,
27). Algunos autores han especulado que la célula de origen del tumor de
Ewing deriva del sistema reticuloendotelial o directamente de células reticulares
presentes en la médula 6sea (14, 15, 26). La ultraestructura de reticulosarcomas
humanos, de animales de experimentacién, asi como los estudios comparativos
entre linfomas histiciticos y tumor de Ewing muestran células semejantes y en
ambos es posible observar dos diferentes tipos celulares: una célula caracterizada
por un citoplasma claro y otra con un citoplasma y nicleo muy denso a los
electrones (10, 12, 28), denominada célula obscura. Weinberger y Bandfield
(28), interpretan estas células obscuras presentes en los reticulosarcomas como
células que se encuentran en proceso de degeneracién y la misma interpretacién
la hacen Kadin y Bensch en la ultraestructura del tumor de Ewing (12). Estas
células de densidad electronica mayor y de tipo reticular fueron originalmente
descritas en el tumor de Ewing por Friedman y Gold (9), quienes sugieren que
se tratan de células tumorales en proceso de maduracion. Posteriormente Fried-
man y Hanaoka las interpretan como células tumorales maduras, a diferencia de
las células mis claras que consideran como de transicién (10). Recientemente
han sido también observadas por Jensen et al (11), con procesos citoplismicos
alargados que se disponen en medio de las células de tipo claro y ellos las
interpreten como células reaccionales de origen del estroma del tumor. En nuestro
estudio la presencia de células obscuras se observé principalmente en las zonas
de necrosis observindose en las células claras a su alrededor signos francos de
necrosis, como se observa en la figura 7, lo que nos induce a creer que se trate
de las mismas células tumorales en proceso de degeneracion y no células en
maduracién ni provenientes del estroma, apoyando de esta forma las observa-
ciones previas de Weinberger y Kadin (12, 28). La presencia de complejos de
unién de tipo desmosémico descritos inicialmente por Jensen (11), en el tumor
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de Ewing, se confirman en nuestro estudio, observindose ademds procesos de
tipo microvellosidades, que aunque clisicamente descritos en células de origen
epitelial, no contribuyen a su histogénesis pues han sido observadas también en
células de otras entidades entre ellas los linfomas. Aparte del interés histoge-
nético, el estudio del tumor de Ewing empleando la microscopia electronica, ha
ayudado a establecer la morfologia de la célula principal de este tumor. El
citoplasma claro y escaso que se observa con el microscopio de luz es debido
posiblemente a la presencia de pocas organelas, como se observa en las micro-
grafias electronicas, en donde es dificil identificar complejos de Golgi, el reticulo
endopldsmico es escaso, lo mismo que las mitocondrias, indicanlo que posible-
mente la célula del tumor de Ewing no se encuentra involucrada en la sintesis
proteica. Las membranas celulares que gencralmente no son visibles con el micros-
copio de luz, se presentan formadas por una sola capa muy delgada e incompleta
a diferencia de la constitucion trilaminar de la mayoria de las membranas plasma-
ticas. Se confirma la presencia de glicogeno particulado en el citoplasma de la
mayoria de las células del tumor de Ewing, fendmeno que ya habia sido obser-
vado por Schajowicz (24), quien identificé las particulas de glicogeno con la
técnica de P.A.S y aunque histoquimicamente el glicogeno se ha logrado identi-
ficar también en los linfomas (10), su elevado contenido en el tumor de Ewing,
tanto en las células del tumor como en las células obtenidas por cultivo de
tejidos (12), ha servido como hecho diagnéstico para diferenciarlo de otros
tumores especialmente de los linfomas de tipo histiocitico. El significado de
la presencia de glicogeno abundante en las células del tumor de Ewing no tiene
explicaciéon al momento. El glicogeno se encuentra presente en forma normal
en células hepiticas, del cartilago y del musculo, asi como en otras localizaciones
en menor cantidad, en donde en forma normal es utilizado para su degradacion
a glucosa y a su vez ser utilizado por la célula para la sintesis de otras sustancias
tales como mucopolisaciridos 4cidos como ocurre en el caso del cartilago, o bien
es liberada al torrente sanguineo como ocurre con el higado. La capacidad
de glicogenesis por parte de células neoplisicas es baja, inclusive en las células
de hepatomas bien diferenciados, por lo que su presencia en el tumor de Ewing
asi como linfomas aunque en mucho menor cantidad hace pensar de que el
tumor de Ewing bien podria representar una forma especial delinfoma histiocitico.

RESUMEN

Se presenta un caso de un tumor de Ewing estudiado con el microscopio
electrénico. Se encuentran células de dos tipos: células claras y células obscuras,
ambas con escaso citoplasma y pocas organelas, unidas por complejos de unién
de tipo hemidesmosomas. Se observa un nuevo hallazgo no descrito previamente
y que consiste en la presencia de microvellosidades en algunas células claras y
que ademéds muestran numerosos grinulos de glicogeno ya descritos previamente,
encontrindose ademds fibras coligenas en el espacio intercelular. La ultra-
estructura de las células tumorales apoya la hipétesis de que el tumor de Ewing
es una entidad aparte de las neoplasias de origen vascular, no pudiéndose descar-
tar del todo un origen linforeticular. Se observaron estructuras de tipo granulo-
filamentoso en los nicleos de algunas de las células claras, cuyo significado
queda por dilucidar y que podrian representar estadios en el desarrollo de algin
virus.
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SUMMARY

A Ewing's tumor was examined by electron microscopy. Two different
types of cells were identified: clear cells and dark cells. A pale cytoplasm with
scanty organelles caracterized the clear cells. Junctional complexes of hemides-
mosomes type were observed, as well as microvilli in some clear cells. This last
finding has not been previously described. The fpresence of numerous glycogen
granules in the cytoplasm of the clear cells confirms previous observations and
intercellular collagen fibrils were present. The ultrastructural observations in
the tumor cells supports the hypothesis that Ewing's tumor is a separate entity
different from the vascular neoplasms, althougth a lymphoreticular origen cannot
be ruled out. Granulo-filamentous structures were present in the nuclei of some
clear cells, and its significance is unknown at the moment. They could represent
different stages in the development of a virus.
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Fig. 1.—Radiografia del fémur que muestra ensanchamiento de la
cavidad medular con bordes internos irregulares y aspecto po-
roso del hueso cortical.

Fig. 2—Tumor de Ewing compuesto por células redondas de escaso
citoplasma con un patrén monomorfico. Las cabezas de flecha
indican un grupo de células de nlcleos pequefios y obscuros
en una zona de necrosis temprana. (H & E 250 X).

Fig. 3—Grupos de células tumorales caracterizadas por nicleos re-
dondos, algunas con nucléolos prominentes y escaso citoplas-
ma. (H & E 400 X).

Fig. 4—Tumor de Ewing. Tinci6n de P. A. S. que muestra grupos
de células con abundante material P. A. S. positivo en el
citoplasma. (Tincién de P. A. S. 400 X).
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Fig. 5—Micrografia electronica de un tumor de Ewing mostrando varias células de cito-
plasmas escaso. Las flechas sefialan complejos de unidn de tipo desmosémico. Se
observa también tejido colageno intercelular (CO). El citoplasma contiene mito-
condrias y granulos finos. (Acetato de uranilo y citrato de plomo 10.000 X).
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Fig. 6.—Micrografia electrénica de una célula de un tumor de Ewing. El citoplasma con-
tiene abundantes grinulos densos (flechas) que corresponden a particulas de
glicogeno. El nicleo es redondo con la cromatina marginada y contiene material
granulo filomentoso (flechas gruesas). Se aprecia coligeno intercelular. (CO).
(Acetato de uranilo y citrato de plomo, 20.000 X).
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