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RESUMEN

En el actual estudio se discuten 23 casos de sarcoma de Ewing con métodos
6pticos y microscépico electrénicos. Basados en los criterios actuales creemos
en la existencia de distintos tipos morfoldgicos de sarcoma de Ewing cuya
histologia se extiende desde formas indiferenciadas blastémicas a otras mas
atipicas e irregulares.

La presencia de distintos tipos celulares blastémicos junto a otros mas
electrodensos (células oscuras), sugiere que todas estas células se distingan
s6lo en funcién de su grado de maduracién y diferenciacién metabdlica. De esta
forma se han podido distinguir dos tipos fundamentales de sarcoma de Ewing
cuyas caracter{sticas fundamentales son las siguientes:

Ewing tipico: Hemos reunido 15 casos de tal caracter estudiado con micros-
copia electrénica. Este tumor estd formado casi exclusivamente por nidos sélidos
de células blastemales (célula matriz indiferenciada) en intimo contacto mutuo.
Hay células blastemales provistas de glucégeno y otras desprovistas del mismo.
El segundo tipo celular tiene caracter oscuro, denso, y su contenido en glucé-
geno varia. Los capilares del tumor tienen densas basales y endotelio hiperplasico
pero sin relacién directa con las células neoplasicas. Hay abundantes depdsitos
de fibrina. Las fibras reticulares escasean o no existen. Hay frecuentes necrosis.

Ewing atipico: En 8 casos hemos encontrado diverso grado de variacién en
la morfologia y distribucién cuando se comparan con el anterior tipo de tumor.
Aqu{ las células principales tienen una naturaleza mas irregular y se disponen
con un caracter histiocitario o mesenquimal. El contenido en glucégeno es més
escaso. Las células secundarias también aparecen. Ambos tipos celulares se
asocian en grupos o mas aisladamente semejando al Ewing tipico. Los espacios
intersticiales estan ocupados por vasos con densas basales y fibras reticulares
mas abundantes.

Alguna de estas células con tipologia mesenquimal muestran filamentos com-
pactos agrupados en bandas y asociados a mitocondrias. La diferenciacién
celular histiocitica presenta un RER bien desarrollado as! como cisternas con
actividad funcional. Hay lisosomas.

Descriptores : Sarcoma de Ewing. Tipos.
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SUMMARY

Present report deals with 23 cases of Ewing’s sarcoma analysed by optical
and electronic microscopical means. On the basis of the present histological
criteria we believe in the existence of several morphological types of LEwing’s
sarcoma whose histology extends from the meost undiiferentiated blastemal
ones to a more atypical variant.

The presence of several cell types and the existence of transitional forms
between the principal cell of a blastemal nature and the more in appearance
electrodense ones (dark cell) suggest that all these cells seen in the same tumor
differ only in their metabolic state of maturation. On this basis a relation
could be established between the number of cells present in one gdiven type
of tumor and the ultrastructural nature of this neoplasm. On this basis two
main types of Ewing’s sarcoma have been identified whose characteristics are
the following:

Ewing typical: We have collected 15 cases of this nature in our ultrastruc-
tural analysed material. The tumors is almost exclusively composed of solid
nests of blastemal cells (undifferentiated stem cells) which appear in very close
contact with each other. Within similar cell structures there exist two
variants: with glycogen and without glycogen, In very close relationship there
are occasional dark cells (secondary cells), with or without glycogen. In the
interstitial spaces of the tumor appear isolated capillaries provided with a dense
basal and without any relationship to the neoplasic cells, There exist numerous
deposits of fibrine. The reticular fibres are absent or in a very sparse number.
Necrosis is abundant.

Ewing atypical: In eight cases we have found some variations in cell dis-
tribution and morphology in relation to the first tumor group. Here, the prin-
cipal cells have a more irregular nature being of a mesenchymal or histiocytic
character and the glycogen content is sparse. Secondary cells are also present.
Both kinds of cells appear isolated or located in groups or compact nests as
typical Ewing do. In the interstitial spaces the vessels have thick basals and
the reticular fibres are more abundant. Some cells of mesenchymal nature are
provided with filaments in cytoplasmic bundles associated to mithocondria. The
histocytic differentiated ones show a very well developed RER with cysternae
in functional activity. There are lysosomes inside its cytoplasm,

Key words: Ewing’s Sarcoma, Types.

Dentro del grupo de tumores primiti-
vos del hueso formados por células redon-
das, el llamado sarcoma de Ewing, presenta
peculiaridades clinicas y morfolégicas par-
ticulares, que lo individualizan del resto de
linfomas (linfosarcomas y reticulosarco-
mas), asi como de las formas localizadas
de leucemias y mielomas.

Sin embargo, la tipificaciéon y analisis
histogénico de este tumor ha sido durante

1, Efectuado con ayuda a la Investigacién del
Ministerio de Educacién y Ciencia y con ayuda del
Intercambio Cultural de la embajada de Francia en
Espafia.

mucho tiempo motivo de debate y continiia
ain siéndolo hoy en dia, desde que Ewing
lo deslindara como una entidad patolégica
ya en 1921, considerandolo como de na-
turaleza vascular endotelial. Otros autores
OBERLING (1928); OBERLING y RAILEANU
(1932); FrunLiNg y CHADU (1957), supu-
sieron su origen a partir de una hipotética
y hoy no confirmada, célula reticular plu-
ripotencial embrionaria de la medula 6sea.
También JAFFE (1951) supuso que este tu-
mor tendria su origen en el componente
mesenquimal de soporte medular 6seo. Mas
recientemente KapIN y BEnscu (1971) han
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F1Gs. 1, 2, 3 y 4. — Caracteres microscopicos de un sarcoma de Ewing tipico. Vision con-

junta del tumor (fig. 1) con hialinosis perivascular. En la fig. 2 aparecen células principales

y secundarias entremezcladas. Destaca la regularidad nuclear. Corte semifino en la fig. 3,

apreciandose grupos de células claras y oscuras irregularmente distribuidas. En la fig. 4

aparece detalle en seccién semifina de células principales y secundarias en directo contacto.

Fig. 1: 10 x H. E.; fig. 2: 60 x H. E.; fig. 3: semifino. Azul toluidina. 70 x ; fig. 4:
semifino. Azul toluidina 100 x.



F1Gs. 5, 6, 7T y 8.— Caracteres microscopicos de un sarcoma de Ewing atipico. La fig. 5
muestra area tumoral destacando la irregularidad nuclear y el pleomorfismo celular.
Ansalogas imagenes son visibles en la fig. 6 donde ademas hay vasos con pobres paredes.
En la seccién semifina num. 7, se aprecia uno de estos senos vasculares con irregulares
paredes en cuyo seno aparecen células tumorales. Detalle citolégico (fiz. 8) en donde
destaca la mayor densidad cromatica asi como la presencia de voluminoso nucléolo en
las células tumorales. @ Fig. 5: 60 x H. E.; fig. 6: 60 x H. E.; fig. 7: Azul toluidina:
70 x semifino; fig. 8: Azul toluidina 100 x semifino.
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defendido un caracter mieloide para esta
neoplasia.

Desde ya hace varios anos (1969), es-
tamos ocupados en el estudio particular de
este tipo de neoplasias en colaboracion de
nuestro departamento con el Instituto Gus-
tave Roussy (Villejuif-France). Como re-
sultado de estos estudios y con la colabo-
racién de R. BracHE (Villejuif) y A. PEy-
pRO (Valencia), hemos encontrado nuevas
perspectivas tanto morfologicas como his-
togenéticas que creemos pueden tener una
significacion clinica de interés.

En buena parte nuestras observacio-
nes han sido ya publicadas previamente
(A. LLomBART BOscH y cols., 1970);
A. PEYDRG y A. LroMBART BoscH (1972);
A. LromBart BoscH y R. BLACHE (1974);
A. LroMBART Boscu (1975), o estan pen-
dientes de nueva y mas amplia discusioén
(A. LLomBaRT BoscH, R. BracHE, A. PEY-
prO 1978), pudiendo ya en la actualidad
deslindar con nitidez, dentro del terreno
de la morfologia (6ptica y ultraestructural)
dos variantes de sarcoma de Ewing, el ti-
pico y el sarcoma de Ewing atipico. Como
es logico esta individualizacién neoplasica
ha sido también llevada a cabo frente a
otros sarcomas de la medula 6sea que pue-
den ser motivo de dificil diagnéstico dife-
rencial con los métodos de rutina usual,
cual es el caso del reticulosarcoma tipo
Jackson y Parker, asi como, los linfosar-
comas primitivos 6seos. La posible exis-
tencia de metastasis 6seas de neuroblasto-
mas ocultos han sido también tenida en
consideracion.

Pretendemos en €l presente trabajo ana-
lizar las caracteristicas 6pticas y microsco-
pico electrénicas de las dos variantes del
sarcoma de Ewing tratando de exponer cri-
terios préacticos de diferenciacion no sélo
entre ellos mismos sino también frente al
resto de neoplasias pobremente diferencia-
das de la medula dsea.
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Material y métodos

Desde hace ocho afios recogemos siste-
maticamente todo el material que llega a
nuestro Departamento, referente a patolo-
gia tumoral dsea y articular con vistas a
un estudio sistematico con microscopia op-
tica, histoquimica y microscopia electréni-
ca. El presente material tiene por tanto una
heterogénea procedencia siendo, en nuéstro
pais, fundamentales fuentes de origen:
Departamento de Ortopedia y Traumatolo-
gia de la Facultad de Medicina de Valen-
cia (Director Prof. F. Gomar), Servicio de
Traumatologia del Hospital Provincial (Di-
rector Dr. E. Lopez Trigo). Residencia
Maritima de la Malvarrosa de Valencia.
Servicio de Traumatologia del Hospital
Provincial y Facultad de Medicina de Mur-
cia. También agradecemos el envio de al-
gin caso tanto al Prof. Ortufio Pacheco
(Cartagena), como al Prof. Horacio Oliva
(Madrid), Sin embargo, la gran mayoria
de nuestro material ultraestructural pro-
cede de la estrecha colaboracidn existente
entre nuestro Departamento y el Servicio
de Patologia del Instituto Gustave Roussy,
Villejuif-France (Director Dr. R. Gerard-
Marchant). Ademas debemos senalar cémo
alguno de los casos analizados proceden a
través del sistema de consultas establecido
por la S. I. O. P. (Sociedad Internacional
de Oncologia Pediatrica). Queremos por
todo ello agradecer a todos estos colegas
su desinteresada aportaeion a estes tra-
bajos.

En la tabla adjunta nam, 1, se resume
todo el material dispuesto para estudio mi-
croscopico electronico y del cual solo hace-
mos referencia a los que pueden conside-
rarse como sarcomas de células redondas
(véase tumores de Ewing), reticulosarco-
mas de Jackson y Parker, linfomas, plasmo-
citomas e histocistosis, asi como las con-
sideradas metastasis 6seas de neuroblasto-
ma. No incluimos en el presente estudio
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TaBLA 1.— Tumores 0Oseos estudiados
con microscopia electronica

Numero

Tipo de tumor de casos
Sarcomas de Ewing ... ... ... ... ... ... 23
Reticulosarcomas ... ... ... «oo cov coe oee D
Neuroblastomas ... ... ... e e e e 2
Sarcomas osteogénicos... ... ... ... ... ... 17
Osteoclastomas ... ... ... ... oo oo ol e 2
Condroblastomas ... ... ... ... «o oo .. 3
Condrosarcomas ... b e e e e 2
Plasmocitomas ... ... «o. cov cee eer ven e 3
Fibrosarcomas ... ... ... ... ... ... 2
Granulomas eosinéfilos ... e e 4
Otros tumores benignos ... ... ... ... ... 6

otros tipos de lesiones dseas primitivas o
metastasicas (carcinomas indiferenciados,
metastasis de carcinomas tipo grano de
avena), que pueden eventualmente y de
modo excepcional llevar a confusion diag-
nostica con un Ewing.

El material analizado fue fijado en for-
malina neutra al 10 por 100 e incluido en
parafina segun técnica usual. No hemos
efectuado ninguna decalcificacion previa
evitando recoger las areas necroticas y es-
piculas 6seas. Empleamos las siguientes
técnicas de coloracién: Hematoxilina-Eo-
sina; Hematoxilina Safranina; PAS; PAS-
alfa-amilasa; carmin de Best; impregna-
cion argéntica de GoMORI o WILDER para
las fibras de reticulina.

Para los estudios histoquimicos hemos
utilizado corho fijador directo el nitrégeno
liquido siendo seguidamente cortados a 17°
bajo cero en un criostato EIC. Las técnicas
efectuadas y alguno de los resultados lo-
grados han sido publicados previamente
(PEYDRO y LLoMBART Bosch, 1972).

Para microscopia electrénica utiliza-
mos la técnica usual empleada en nuestro
Departamento y ya publicada en anterio-
res ocasiones (A. LroMmBART BoscH y co-
laboradores, 1970). Los pequefios fragmen-
tos de tumor no mnecrdtico son recogidos
directamente en 4 por 100 glutaraldehido
fosfato' (ph- 94 a 4° C) y cortados fina-

REVISTA ESPANOLA DE CIRUGIA OSTEOARTICULAR

mente para su fijacién e inclusién en Dur-
cupan (Fluka) previa osmificacién y con-
traste con acetato de uranilo,

Sistematicamente efectuamos control y
estudio de todos los casos mediante cortes
semifinos incluidos en Durcupan y tehidos
con azul de toluidina. Este material es es-
tudiado con microscopia 6ptica y establece
un importante y a veces decisivo escalon
intermedio entre la microscopia optica
convencional y la microscopia electrénica.
El estudio microscépico electronico ha sido
llevado a cabo en microscopios Jeol, tipo
JEM T8 y JEM 100 B, con un voltaje
de 80 kv.

Resultados
1. Microscopia éptica

En el momento actual, y siguiendo los
criterios ya cldsicos de Ewing (1921),
OBERLING (1926), JaFrE (1958), y ScHa-
JowiTz (1959-1972), aceptamos bajo la ter-
minologia de sarcoma de Ewing aquellos
tumores primitivos del hueso, que apare-
ciendo con preponderancia en nifios y ado-
lescentes, muestran los siguientes caracte-
res microscopicos:

— Células redondas, pequefias y homogé-
neas con nucleos regulares de 10 a 12 mi-
cras de tamafio. Cromatina poco densa.
Mitosis frecuentes pero no excesivas.

— Glucogeno citoplasmico abundante en
bloques PAS positivos o carmin de Best
positivo.

— Estroma ausente o muy pobremente
desarrollado con ocasionales fibras en 16-
bulos de distribucién perivascular.

— Vascularizacién de tipo capilar mode-
rada con endotelios en ocasiones impre-
cisos, Lagunas hemorragicas aisladas.

— Las células pueden disponerse en coro-
na perivascular o bien rodeando zonas irre-
gulares de necrosis.
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FIG. 9.— Visién electréonico microscopica de un sarcoma de Ewing tipico, formado exclu-
sivamente por células principales blastemales con glucogeno (en vision negativa). Vaso
prominente aislado del tumor: 1.800 x.
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Tipificacion de las distintas formas ce-
lulares: Utilizando la microscopia optica
en cortes de 4-6 micras es factible encon-
trar, aun dentro de la homogeneidad que
caracteriza a esta neoplasia, distintas for-
mas celulares que vamos a analizar segui-
damente con un mayor detalle.

La célula mas frecuente tiene una apa-
riencia blastémica, indiferenciada, siendo
por ello denominada como célula principal
del tumor. Posee ella apariencia regular,
homogénea, nicleo redondeado, ocasional-
mente oval y una cromatina finamente dis-
tribuida. Los limites celulares son impre-
cisos si bien muestran clara tendencia a
adosarse compactamente entre si. El nicleo
tiene uno o dos nucléolos pequenos, oca-
sionalmente son de disposicion polar.

En el citoplasma aparecen acamulos de
glucogeno en bloques mas o menos com-
pactos, formando masa que ocupa gran
parte del citoplasma. Hay una gran labili-
dad y grado de caprichosidad en la distri-
bucién del glucogeno, mientras que en
otras porciones del tumor este glucégeno,
que es muy sensible a la diastasa, tiende
a acumularse como si su producciéon tu-
viera caracter clonal por grupos o familias
de células. Multiples células principales
pueden carecer de glucdgeno, no siendo
ello debido a una irregularidad en la pre-
paracion del material.

En improntas del tumor, las células
principales tienen contorno redondo muy
homogéneo, cromatina finamente reticular
y citoplasma mal definido. Hay frecuentes
signos de involucién y pignosis.

Asociada a esta célula principal y ma-
triz de la neoplasia, aparece intimamente
mezclada con ella e incluso en continuidad
de unas con ofras un segundo tipo celular,
que ha sido clasicamente considerado como
célula secundaria o por su mayor densidad
citoplasmica y nuclear, también es conoci-
da como célula oscura («dark cell»). Esta
célula tiene un tamarno ligeramente inferior
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a la principal (8-10 micras) y sus bordes
son mucho mas imprecisos que la anterior.
Aparece aislada o en grupos. No tiene pre-
ferencia perivascular o periférica. Se hace
mas abundante en areas necrobiéticas.

Su configuraciéon es mas irregular que
la anterior. El nucleo, tiende a adoptar un
aspecto elongado o fasciculado siendo su
cromatina densa y su contorno provisto de
invaginaciones e irregularidades de super-
ficie. Persiste un nucléolo, no siempre bien
visible. No hay signos de pignosis. El cito-
plasma carece de bordes precisos. Contiene
también glucégeno si bien en menor can-
tidad que la célula principal. No hemos
encontrado actividad divisional en estas
células.

La asociacién de ambos tipos celulares
es muy estrecha y varia dependiendo del
area tumoral estudiada. En las zonas peri-
féricas e infiltrativas es mas frecuente ver
el tipo de célula oscura, la cual parece
mostrar una mejor capacidad adaptativa y
se introduce entre el estroma periostal o a
través de partes blandas formando filas o
hileras irregulares. En general las zonas
de invasién tumoral (periostal, muscular o
intraésea medular) contienen dominante-
mente estas células oscuras.

No ocurre asi con las metastasis a dis-
tancia, de forma que en ellas (hemos es-
tudiado dos metastasis hepaticas y pulmo-
naresj las imagenes reproducen con toda
fidelidad el tumor primitivo éseo.

La relacion con los vasos de estas cé-
lulas es muy intima pero nunca llegan a
formar verdaderos endotelios existiendo
membranas basales de separacion que lle-
gan incluso a aparecer fuertemente hialini-
zadas y con luces angostas. Las células
neoplasicas rodean a modo de empalizada
estas paredes, Alguna célula sarcomatosa
ha sido vista, mediante el empleo de cor-
tes semifinos, infiltrando la luz del vaso.
No hay trombos tumorales. Existe, como
insistiremos en la microscopia electrénica,
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F1Gc. 10.—Sarcoma de Ewing tipico: Células principales desprovistas de glucogeno y
celulas secundarias (“dark cells”). Apréciense células transicionales entre ambas. 2.000 X.
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una hiperplasia reactiva muy intensa del
endotelio en algunos vasos que puede dar
lugar a una falsa imagen tumoral.

La participacion fibrilar es muy escasa.
Generalmente se limita a septos mas o me-
nos finos que lobulan el conjunto del tu-
mor dejando amplias areas totalmente des-
provistas de estroma, asi como también a
finas redes de disposicién perivascular. El
resto de la neoplasia estd totalmente des-
provista de estroma reticular.

Con técnicas argénticas aparecen oca-
sionales bloques argentafines entre las cé-
lulas neoplésicas. Corresponden a irregu-
lares y escasos depésitos de fibrina.

La valoracién de la trama reticular en
el sarcoma de Ewing es muy importante
por cuanto ella va a diferenciarse de modo
progresivo y aumentar en intensidad en
la variante atipica del mismo, aunque como
es logico sin alcanzar los niveles de den-
sidad propios del llamado reticulosarcoma
de Jackson y Parker.

En estas condiciones morfolégicas y
con dichos tipos celulares, podemos defini-
tivamente caracterizar lo que nosotros con-
sideramos con un sarcoma de Ewing ti-
pico o también siguiendo la misma norma
en conceptuacién anglosajona lo que re-
cientemente hemos descrito como «Conven-
cional Ewing’s sarcomay.

Esto entrafia la existencia, admitida
por nosotros, de una variante atipica del
tumor. Esta forma de «Sarcoma de Ewing
atipico» posee la siguiente diferenciacién
celular, asi como las caracteristicas estré-
mico-tumorales que indicamos:

La célula principal del tumor tiene un
cardcter indiferenciado, blastémico, pero
una configuracién mesenquimal o histo-
blastica inmadura. Ambas formas, mesen-
quimal o histioblastica posee también su
variante secundaria o madura, de anéloga
estirpe como la matriz o célula principal.

La célula mesenquimal que forma el tu-
mor atipico de Ewing es algo mayor en
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tamafio que su homoéloga alcanzando unas
14 micras. El niicleo es redondeado u oval,
si bien presenta una o mas escotaduras e
incluso aisladas invaginaciones profundas
de la membrana nuclear. Suele tener loca-
lizacion central en la célula. La cromatina
es laxa y en forma granujienta. El nucléolo
aunque evidente, no aparece tan manifiesto
como en la variante histiocitaria. En el
citoplasma existe glucogeno, si bien con
menos abundancia que en las células prin-
cipales del Ewing tipico. Amplias areas de
la tumoracién pueden estar totalmente va-
clas de glucogeno, o éste se descubre in-
cluido en una pequefia cantidad sobre gru-
pos mas aislados de 20 a 40 células sin
localizacién preferente dentro de la neo-
plasia.

Consideramos con un cardcter histio-
citico inmaduro (histioblasto) a aquellas
células del sarcoma de Ewing que poseen
las siguientes peculiaridades: nicleo gran-
de redondeado u oval con una o dos in-
vaginaciones, uno o dos grandes nucléolos
muy prominentes y densos; citoplasma ba-
sofilo con moderada cantidad en glucégeno.
En conjunto esta célula principal posee
tamafio de unas 14 micras siendo mas
grande que la célula principal del Ewing
tipico. No hemos encontrado con micros-
copia optica signos de actividad fagocita-
ria. Hay aisladas inclusiones de lipidos, en
forma de finas gotas en el citoplasma. La
actividad divisional es moderada.

Tanto la célula principal histiocitaria
como la mesenquimal, poseen su correspon-
diente variante celular mas densa («dark
cell», célula oscura) equiparable con la des-
crita en el Ewing tipico. Son, a nuestro
entender, formas involutivas de la célula
principal, no teniendo una personalidad
especifica propia. Esto volveremos a con-
firmarlo mediante microscopia electrénica.

Otras particularidades visibles en esta
variante de tumor de Ewing atipico son
las siguientes:



A. LLOMBART. — SARCOMA DE EWING OSEO 311

Los vasos son tan irregulares en su dis-
tribucién y nimero como en el Ewing ti-
pico. Hay fuerte condensacion de basales
formado por material PAS positivo. Con
independencia aparecen lagunas hemorra-

gicas cubiertas por endotelios cuyas células
tienen cardcter tumoral. En algunos casos
incluso parecen adoptar textura endoteli-
forme, aunque muy atipica justificando en
cierto modo el criterio primitivo de Ewing

FI1G. 11. — Sarcoma de Ewing atipico. Voluminosos nucleos y mayor grado de desarrollo
citoplasmico aun conteniendo glucégeno (vision negativa). 1.600 x.
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(1921). No hemos visto verdaderos angio-
sarcomas o hemangioendoteliomas.

La trama reticular es mas abundante
en los Ewing atipicos y adopta una ima-
gen moderadamente plexiforme o en ca-
nastilla englobando, no a células aisladas,
sino a grupos celulares de 10 a 15 unidades
agrupadas en bloques o en hileras. Se dis-
tribuye también en red perivascular y se
funde con la trama conectiva lobular de
la periferia tumoral.

Ademas existe una mayor amplitud y
extensién de las necrosis tumorales, las
cuales adoptan un cierto caricter de con-
torno geografico. La participacién inflama-
toria es moderada.

La relacion entre tumor y hueso en el
sarcoma de Ewing es diversa y depen-
diente del grado de infiltracién de la cor-
tical 6sea. Puede existir una infiltracién
del hueso esponjoso o laminar y se ven
signos de osteolisis. Hay moderada osteo-
génesis reactiva en alglin caso. No existe,
sin embargo, relacién alguna entre tumor,
el estroma 6seo o la medula hematopo-
yética.

La citologia por improntas descubre en
estas células del Ewing atipico una mayor
heterogeneidad e irregularidad del contor-
no nuclear. El niimero y volumen de los
nucléolos es mas evidente.

Citoquimia enzimolégica: Nuestra ex-
periencia en este terreno ha sido hasta el
presente limitada, si excluimos la sistema-
tica observacién del contenido en glucoge-
no mediante la técnica de PAS y carmin
de Best, que descubre un variable, pero
en general, intenso contenido en glucégeno
de todos estos tumores. Es sensible a la
accion de la diastasa desapareciendo tras
su tratamiento.

La riqueza de glucégeno, como ya he-
mos indicado es mayor en el Ewing tipico,
siendo mas escasa en el atipico. Esto no
obsta para haber encontrado casos de
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Ewing tipico en que la ausencia de glu-
cégeno fue total, tanto a nivel 6ptico como
buscada con microscopia electronica.

Todas las células neoplasicas en el
Ewing muestran una actividad enzimolé-
gica muy intensa en diaforasas del NADH
y NADPH, asi como en lactico, malico,
succinico € isocitrico deshidrogenasas.
También mostraron fuerte actividad en
ATP asas (ph 9°4) a nivel citoplasmico.
Asociado con el metabolismo del glucégeno
hemos encontrado actigidad citoplasmica
en glucosa-6-fosfatasa y en fosfatasas al-
calinas y fosfatasas acidas.

2. Microscopia electrénica

Vamos a revisar seguidamente la mor-
fologia de cada uno de los tipos celulares
descritos previamente en microscopia 6p-
tica, sefialando sus particularidades mas
sobresalientes:

Célula principal. — Es una célula muy
indiferenciada e inmadura con niicleo re-
dondo o moderadamente elongado. En oca-
siones muestra invaginacién fina y profun-
da de la membrana. La cromatina es muy
fina, casi pulverulenta de modo que el nu-
cleo aparece poco contrastado. Hay algu-
nos grumos periféricos de heterocromatina.
No hemos encontrado inclusiones o gluco-
geno intranuclear. El nucléolo es tunico o
doble con dominio del componente estruc-
turado filamentoso. No tiene un caracter
especial.

Los limites celulares son precisos. La
membrana externa es continua, general-
mente esta bien conservada y en in‘imo
contacto con la otra vecina, Aparecen des-
mosomas generalmente muy imperfectos, a
modo de condensaciones de la membrana
celular pero sin filamentos, ni tampoco sin
sustancia intermedia intercelular de con-
densacion. En algin caso hemos podido
comprobar la aparicién de largas uniones
estrechas que recuerdan los nexus («gap
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junction») los cuales se extienden durante
largas porciones de la membrana.

En el citoplasma destaca la pobreza
visible en organulos. Cuando la célula con-
tiene glucogeno, esta disminucién en or-
ganulos es todavia mas llamativa. El glu-
cogeno aparece formando masas amorfas
y confluentes de preferente situacién peri-
nuclear. Hay abundantes células principa-
les sin glucogeno. También se encuentran
abundantes mitocondrias. Estas general-
mente tienen escasas crestas y su matriz
aparece vacuolizada. No es extrafio ver
signos involutivos mitocondriales y dege-
neracion avanzada de sus crestas.

Hay ribosomas frecuentes en grupos
polirribosomicos, Tienden ellos a aparecer
asociados a alglin sistema membranoso de
reticulo endoplasma que esporadicamente
y sin organizacién particular aparece per-
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dido dentro del citoplasma celular. El apa-
rato de Golgi no es prominente. Hemos
hallado ocasionales vesiculas de inclusion
sin significado especifico. También apare-
cen algunas vacuolas grasas, asi como in-
clusiones de lipidos revestidos por mem-
brana unitaria; se puede esporadicamente
detectar lisosomas primarios, pero no hay
signos de activacion.

Estas células tienden, en general, rapi-
damente a degenerar y como consecuencia
aparecen signos involutivos nucleares y
citoplasmaticos que son la base ultraestruc-
tural de la llamada célula secundaria o
también conocida como célula oscura. Su
imagen electromicroscopica es la siguien-
te: aparece aislada o en grupos y en ni-
mero variado, pero siempre en relacion
o intima continuidad con las células prin-
cipales con las que establece contactos de

FIG. 12.— Sarcoma de Ewing tipico con dominio de células secundarias ("'dark cgl{s”)
entre las cuales aparecen aisladas células principales. La distinta condensacion cromatica
resalta en el componente tumoral que muestra una mayor irregularidad, 1.800 x.
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superficie de membrana equivalentes a los
vistos entre las células principales. No
hemos encontrado tipos de union estrecha
o desmosomas. En conjunto el grado de
conservacion de las membranas en todas
estas células es todavia peor que en las an-
teriores,

El tamarnio celular es algo mas pequeno
y especialmente la densidad nuclear y ci-
toplasmica mucho mas elevada. En efecto,
el nicleo posee una cromatina densa en
grumos o costras, mientras que sus limites
son mas irregulares e incluso presentan
numerosas invaginaciones en dedo de
guante; alguna de estas invaginaciones es
profunda y da irregular contorno nuclear.
El nicleo queda oculto en parte por la cro-
matina densificada.

En el citoplasma aparecen usualmente
signos involutivos mitocondriales muy in-
tensos. El desarrollo del reticulo endoplas-
ma es mas impreciso y aumenta conside-
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rablemente el nimero de ribosomas no uni-
dos a membranas. Hay frecuentes inclu-
siones de lipidos, si bien ello se produce
solo en algunas células. El glucogeno tam-
poco aparece de modo constante en todos
los citoplasmas habiendo ocasiones en que
la célula carece totalmente del mismo.
Hemos encontrado numerosas image-
nes de transicién entre las llamadas célu-
las principales y secundarias motivo por el
cual consideramos a estas segundas como
expresion involutiva y degenerativa de las
primeras. No quiere ello significar, sin
embargo, que todas las células principales
se transforman en secundarias por un me-
canismo de involucién ya que también
hemos visto frecuentes células principales
en picnosis y lisis, lo cual indica que la
transicion desde célula principal a secun-
daria no es una condicién obligada, pero
si frecuente. La existencia de células de-
generativas necrobiéticas es muy frecuente

FIG: 13. — Sarcoma de Ewing tipico: células principales mostrando delicada red cromatica
y citoplasma abundante pobre en organulos. Depésitos numerosos de glucogeno. 6.000 x.
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en este tumor. Aparecen signos de lisis de
membranas asi como condensacion atipica
de la cromatina. En un caso hemos encon-
trado inclusiones citoplasmicas como mito-
condrias y reticulo endoplasma dentro del
nicleo en la cariolinfa, considerandolo
como expresién involutiva de la célula.

Tienen también caracter involutivo las
vesiculaciones presentes tanto en la mem-
brana nuclear como en las vesiculas o va-
cuolas del citoplasma adoptando asi la
imagen que es conocida de tumefaccion
turbia y degeneracion hidropica. Finalmen-
te también encontramos grupos o células
aisladas en picnosis avanzada y con ca-
riolisis o rexis nuclear.

El tipo de célula mesenquimal configu-
rando la célula principal del Ewing atipico
tiene muchas semejanzas con lo hasta aho-
ra visto, presentando las siguientes par-
ticularidades mas especificas: Nucleos mas
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grandes con mayor irregularidad de super-
ficie y densificacion mayor de la croma-
tina. Grandes nucléolos (uno o mas). No
hay alteraciones de la membrana nuclear.
Ausencia de cuerpos de inclusién intranu-
clear. El citoplasma tiene bordes precisos
y limites externos netos. Hay uno o varios
desmosomas en contacto con células veci-
nas. El grado de elaboracion de estos des-
mosomas es superior al descrito previa-
mente, En el citoplasma los organulos son
mas abundantes y mejor elaborados. El
numero de mitocondrias es elevado y no
presenta usualmente signos de involucién.
Sus crestas son numerosas y la matriz no
estd’ vacuolizada. El reticulo endoplasma
es mas abundante y los ribosomas tam-
bién. Existen frecuentes complejos multi-
vesiculares tipo Golgi.

Aislados en el citoplasma en forma de
pequefios grupos de 20 6 40 unidades y

F1c. 14. — Sarcoma de Ewing atipico: Detalle de dos células tumorales demostrando mayor
irregularidad cromatica nuclear (cromatina condensada) y citoplasma con abundantes
organulos. 10.000 x.
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con disposicién paralela o en bandas apa-
recen acumulos de filamentos con un gro-
sor de 80 a 100 A y una longitud variable.
Estos sistemas de filamentos carecen de
cualquier tipo de estriacidn y en ocasiones
presentan una perfecta relacion con siste-
mas mitocondriales, asi como también con
gotas de grasas neutras organizando lo que
hemos llamado como «complejos mitocon-
driales y fibrilares». No hemos visto gra-
nulos de secrecion. El glucégeno aparece
condensado en el citoplasma sin ninguna
localizacién preferente. Es homogéneo,
amorfo y en menos cantidad que el visto
dentro de las células principales de Ewing
tipico.

Existen como en el caso anterior, cé-
lulas de tipo secundario, con mayor con-
traste microscopico electronico pero en in-
tima continuidad con los anteriores. Hay
transicién entre ambos tipos y creemos
nosotros que ambas células no son sino
un distinto estadio evolutivo en el ciclo
biolégico de la célula principal al adquirir
ésta un caracter mds adulto o involutivo
senil. Tampoco hemos visto mitosis en las
células secundarias.

Las células con diferenciacion aparente
histiocitaria (histiobldstica) carecen de ac-
tividad macrofagica. En tamafio y organi-
zacién general semejan a las anteriores.
Aqui lo mas destacado a nivel electrénico
microscopico es su gran desarrollo nucleo-
lar, asi como los grandes complejos de
reticulo endoplasma rugoso que aparecen
en el citoplasma formando amplias bandas
o redes de distribucién més o menos para-
lelas. A ello se une una gran riqueza ribo-
somica. Las células tienen desmosomas en
puntos de union con las vecinas. Hay al-
gunos lisosomas primarios sin activaciéon.
No existe evidencia alguna de activaciéon
macrofagica. Este tipo de célula contiene
también eventualmente glucégeno si bien
en pequefios grumos aislados dentro del
citoplasma,
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Todos estos tipos celulares que forman
el componente basico del sarcoma de
Ewing tanto en su forma convencional
como en su variante mas atipica no deben
ser confundidos con otras células que es-
poradicamente aparecen en el tumor. Las
mas importantes son las siguientes: ele-
mentos hematicos maduros e incluso cé-
lulas hematopoyéticas, asi como asociacion
muy intima entre células principales del
sarcoma junto a osteoblastos reactivos en
areas de infiltracion. Puede ello plantearse
problema diagnéstico diferencial por cuan-
to estos osteoblastos contienen también glu-
c6geno aunque en menor cantidad.

Los bordes del osteoblasto son irregu-
lares, estrellados o digitiformes. El cito-
plasma es muy rico en orgénulos, especial-
mente reticulo endoplasma, viéndose inclu-
so dilataciones vesiculares del mismo vy
matriz interna mas densa. Ademas el ni-
cleo raramente es redondo y homogéneo
sino que suele estar provisto de varias es-
cotaduras.

También hay que tener presente la
eventual existencia de macréfagos activos
incluidos dentro del tumor entre las célu-
las neoplasicas y con una fuerte capacidad
litica. El nimero de lisosomas primarios
y secundarios que aparecen en su citoplas-
ma distingue facilmente esta célula de las
que configuran el sarcoma de Ewing.

Problema mas dificil plantea la dife-
renciacién vascular en su analisis electro-
nico microscopico. Las células endoteliales
reactivas e hiperplasicas muestran un ni-
cleo grande globoso y una cromatina ex-
tremadamente fina. El citoplasma es muy
claro y vesiculado viéndose en superficie
microvesiculas de pinocitosis. Hay tam-
bién cuerpos vesiculares mualtiples tipo
Weible-Palade. A pesar de todo en ccasio-
nes hemos tenido dificultad en diferenciar-
las de células tumorales.

También existen iméagenes seudovascu-
lares de Ewing atipico. Un estudio deta-
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llado de este problema fue publicado por
nosotros hace unos anos (LLoMBART-BoscH
y cols., 1970).

Comentarios

Las dificultades en tipificar el sarcoma
de Ewing no sélo procede de su diversidad
textural y microscépico electrénica sino
también de la existencia de otros procesos
neoplasicos 6seos, como es el reticulosar-
coma de Jackson y Parker (1939) que pa-
rece posee nexos proximos en su organi-
zacion biologica. Existen como es logico
diferencias en la presentacion clinica, in-
cidencia de edad y sexo, asi como distri-
bucién anatémica con su correspondiente
reflejo clinico que hacen la distincion po-
sible, sin embargo, estos tumores a nivel
optico pueden presentar analogas morfo-
logias que hacen su identificacién dificul-
tosa.
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Por ello el analisis microscopico elec-
tronico, asi como la utilizacion de técnicas
histoquimicas y de cortes semifinos ha ve-
nido a aclarar algo el amplio y a nuestro
juicio todavia confuso cuadro existente en
la actualidad a nivel de lo que clasicamen-
te podriamos considerar como sarcomas
de células redondas del hueso, con la logica
exclusion de los procesos sistematizados
como es el caso de las leucemias y mielo-
sarcomas,

El estudio microscopico electronico de
distintos autores como FRIEDMAN y GoLD
(1968), LLoMBART BoscH y cols. (1970),
TAKAYAMA y Sucawa (1970), Hou-JENSEN
y cols. (1972), RicE y cols. (1972) ha lle-
vado a confirmar la naturaleza blastemal
indiferenciada de la célula principal del
sarcoma de Ewing, en cuyo citoplasma
aparece como distintivo especial el alto
contenido en glucégeno (ScHAJOWICZ,
1959; ScrHaJowicz y cols., 1972). Estas

F1G6. 15. — Sarcoma de Ewing atipico: Citoplasma de una célula neoplasica con asociacio-
nes densas filamentosas y mitocondrias agrupadas en su periferia. 16.000 x.
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células principales se encuentran en una
intima asociaciéon y continuidad con otras
secundarias {«dark cells») que poseen una
distinta densidad electrénico microscépica
y en apariencia un cardcter mas maduro.
Suponiéndoles algunos autores incluso na-
turaleza reticular (OBERLING, 1928; FRIED-
MAN y GoLp, 1968). También existen si-
tuaciones intermedias entre células princi-
pales y secundarias (LLoMBART BoscH y
colaboradores, 1970; LiromBART BoscH y
BracHE, 1974).

Basadas en estas experiencias y con
un analisis de sarcomas de medula 6sea
con tipologia celular redonda de los cuales
23 pueden encuadrarse bajo el subfijo de
sarcoma de Ewing, hace unos afios (1974)
defendimos la existencia de distintas va-
riantes dentro de este grupo celular que
podrian condicionar hasta cuatro tipos dis-
tintos de tumor, extendiéndose desde una
forma blastemal muy indiferenciada, hasta
la reticular madura y proxima al reticulo-
sarcoma de Jackson y Parker. Estas serian
las caracteristicas de los cuatro tipos de
Ewing que fueron tomadas en considera-
cién por nosotros en un principio:

Ewing tipo I: Formado por células
principales de tipo blastemal indiferencia-
do con caricter dominante, Algunas célu-
las reticulares mas maduras de tipo oscuro.
Abundante glucégeno.

Ewing tipo I1: Estaria compuesto por
células de tipo blastemal pero dominante-
mente de tipo mas oscuro (células secun-
darias) y tendrian un caricter mdas ma-
duro. Su contenido en glucdgeno seria
menor.

Ewing tipo IlI: Tumor formado por
células reticulares inmaduras pero con apa-
rente diferenciacién mesenquimal y angio-
endoteliomatosa. Menor riqueza en glucé-
geno celular. Mayor irregularidad nuclear
y actividad ocasional macrofagica.
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Ewing tipo IV : Corresponderia a lo
que llamabamos «forma dudosa de Ewing»
en que las células adoptarian un aspecto
reticular e histiocitario mas activo y proxi-
mo al sarcoma de Jackson y Parker que
tendria ya una verdadera naturaleza reticu-
losarcomatosa.

En este sentido nos hemos expresado
en distintas comunicaciones a Congresos
(Deutsche Gesellschaft fir Pathologie In-
terlaken, 1974; SIOP, Stockholm, 1975)
pero haciendo al mismo tiempo revision
critica de nuestras propias observaciones
y conceptos, que pueden fundamentalmente
resumirse como hemos expuesto de nuevo
muy recientemente (1976, 1976 bis), bajo
las siguientes situaciones:

— La diferenciacién de células principa-
les y secundarias (oscuras) no indica una
diferencia histogénica ni un significado
biolégico distinto, sino son simplemente
estadios funcionales con representacion
morfolégica distinta y posiblemente de ca-
racter involutivo en dependencia con la
edad celular. No estd por ello justificado
el considerar dos tipos distintos de neo-
plasia (Ewing I y II). Tampoco es cierto
que la célula oscura sea de estirpe «re-
ticular» madura.

— La aparicién de senos vasculares, des-
critos por nosotros en un caso (A. LLom-
BART Bosch, 1970) y vistos en otro se-
gundo, no esta asociada a una definitiva
transformacién hemangioendotelial. Estos
tumores poseen un caracter blastemal me-
senquimatoso o histiocitario que permite
diferenciarlo del grupo anterior. Basado en
ello lo consideramos como forma atipica
de sarcoma de Ewing.

— Hemos descartado una directa transi-
cién entre el sarcoma de Ewing y el dis-
cutido reticulosarcoma de Jackson y Par-
ker. El tipo IV de Ewing (Ewing dudoso)
ha sido anulado introduciéndose bien en
el grupo de los reticulosarcomas de dife-
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renciacion histiomonocitaria, o bien en la
forma atipica de sarcoma de Ewing.

Basados, pues, en nuestra actual expe-
riencia creemos poder defender la existen-
cia dentro del grupo de tumores de Ewing,
de al menos dos variedades morfolégicas
distintas: el llamado Ewing tipico y la
forma atipica de Ewing.

Ewing tipico: Es el tipo mas frecuente
de presentacion del tumor de Ewing y
actualmente estamos tratando de analizar
con caracter retrospectivo un amplio ma-
terial disponible s6lo de microscopia 6p-
tica. Este tumor esta formado por acimu-
los sélidos o nidos compactos de células
blastemales indiferenciadas de tipo prin-
cipal las cuales aparecen intimamente ado-
sadas entre si, conteniendo generalmente
abundante glucégeno.

En muy intima relacién y en variada
profusién aparecen las células secundarias
mas densas electromicroscépicamente y que
tienen glucgeno en menor proporcién. La
proporcionalidad entre células principales
y secundarias varia segin el area estudia-
da dentro de un mismo tumor pudiendo
invertirse la imagen y dominar las células
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oscuras sobre las primeras en algunas
areas. El espacio intersticial es muy pobre
careciendo de fibras. Hay ocasionales va-
sos con paredes hialinizadas e hiperplasia
endotelial. Existen numerosos depositos de

fibrina.

Ewing atipico: Se caracteriza por las
siguientes texturas: las células principales,
atin manteniendo su naturaleza inmadura
tienen mayor tamafio que las anteriores y
una diferenciacién incipiente en sentido
mesenquimal o histiocitario. Sus nicleos
aparecen algo mas irregulares y el nucléolo
es muy prominente. En el citoplasma hay
una mayor basofilia asi como presencia
de un desarrollo manifiesto del reticulo
endoplasma granular y Golgi. Existen des-
mosomas y filamentos citoplasmicos lle-
gando incluso a formar complejo de fila-
mentos y mitocondrias en una intima aso-
ciacion.

La disposicion arquitecténica de esta
variante es analoga a la anterior aunque
la trama reticular estd mejor desarrollada
y adopta configuracion en cesta o panel de
miel, Hay también una vascularizacion mas
intensa con seudo-endotelios vasculares.

DE 23 SARCOMAS DE EWING

25

®
@

LA

003
L)
o

®

%)

ANOS,

EWING TIPICO
EWING ATIPICO

TABLA 3



A. LLOMBART. — SARCOMA DE EWING OSEO

Las necrosis son mas frecuentes y extensas.
El contenido en glucégeno persiste en

la mayoria de estas células si bien con

menor intensidad que el Ewing tipico.

El sarcoma de Ewing es considerado
en la actualidad como uno de los tumores
oseos que ofrece un peor pronéstico evo-
lutivo. A pesar de ello revisando la lite-
ratura puede apreciarse una cierta discor-
dancia en los resultados clinicos. Mientras
algunos autores ofrecen resultados alenta-
dores (BHANSALI y DESAI, 1963; MORTON,
1964; PuiLLipos e HiciN-BoTHAM, 1967)
otros logran sélo muy pobres superviven-
cias (SUTON y cols., 1971; PaLma y cola-
boradores, 1972; Kotz y cols., 1974). Es
indudable que en esta diversidad de resul-
tados existen multiples factores a tener en
cuenta como es el estadio clinico en el
momento diagnéstico, asi como la locali-
zacion anatémica del tumor o el tipo de
terapéutica empleada (cirugia, radiotera-
pia con o sin quimioterapia, etc.), Sin em-
bargo, la evidencia aportada a través de
estos trabajos de nuestro grupo demostran-
do una diversidad morfologica dentro del
llamado «sarcoma de Ewing» creemos pue-
de jugar un papel importante en com-
prender el porqué de esta discordancia en
la respuesta clinica evolutiva.

Otras diferencias importantes en fun-
cion de la edad, sexo o localizacién ana-
témica primitiva del tumor no parecen ser
tan importantes, cuando se analizan en
funcién del caracter tipico o atipico del
sarcoma de Ewing como se deduce a tra-
vés de nuestros propios estudios (LOMBART
BoscH, BrLacHE, PEYDRO, 1976) (iablas 2,
3y 4).

La escasa incidencia de este tumor hace

TaBLA 4.—Distribucion del sarcoma de Ewing
en funciéon del sexo

14/1 casos
4/4 casos

Ewing tipico, varén/hembra. ...
Ewing atipico, varén/hembra ...
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el analisis cuantitativo dificultoso, motivo
por lo que creemos es necesario recoger
en grupos de estudio cooperativo el mayor
numero de casos que puedan ampliar la
presente experiencia sobre la verdadera
identidad, significado y naturaleza histogé-
nica de los muy todavia mal encuadrados
sarcomas de células redondas de la medula
osea. Lo aportado aqui con el sarcoma de
Ewing no es sino un primer paso en este
sentido,
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