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RESUMEN

El término tumor de células redondas y pequerias, ha sido empleado para
designar a un grupo heterogéneo de neoplasias frecuentes en nifios y adolescentes. A
pesar de su diferente histogénesis, éstas lesiones comparten caracteristicas
morfologicas de célula pequedia indiferenciada y primitiva.

La informacion clinica y examen histologico de rutina que incluyen tinciones
con hematoxilina y eosina y tinciones para glucdgeno, deben complementarse con
estudio inmunohistoquimico; y en las lesicnes menos diferenciadas, los estudios
citogenéticos y genotipicos ayudan en gran medida al conocimiento de la eslirpe y
oncogénesis de éstas lesiones.

Del grupo de lesiones caracterizado por presentar célua pequefa, redonda y
baséfila, el Sarcoma de Ewing (SE) y Tumores Neurcectodérmicos Primitivos (TNEP)
son las entidades mas comunes y representan del 6 al 15% de todos los tumores
malignos de hueso. Los primeros reportes que se tienen acerca de éstas lesiones,
fueron hechos por el Dr. Arthur Purdy Stout en 1918 y por el Dr. James Ewing en 1921,
Sesenta afios después del caso inicial descrito por Stout, Neshitt y Vidone, reportaron
una lesion similar en el nervio ciatico de un nifio de 6 afos a la que denominaron: Tumor
Neuroectodérmico Primitive. Posteriormente, Hart y Earle, propusieron el término TNEP
para un grupo de neoplasias cerebrales frecuentes en nifios y cuya composicion celular
recordaba a las células de la matriz del tubo neural embrionario.

En cuanto a las caracteristicas clinicas de éstas lesiones, representan del § al
15% de todos los lumores malignos primarios de hueso, la edad de presentacion, varia
considerablemente, se han reportado casos en pacientes menores de un afo hasta 81
anos. En cuanto al sexo, existe una leve predileccion por el sexo masculino con
respecto al femenino con una relacion de 1.5:1. Anatdmicamente, tanto el SE como el
TNEP, tienen predileccidn por el térax y por la columna vertebral, asi como por las
diafisis de huesos largos.

Las caracteristicas radiolégicas no son especificas, sin embargo, una lesién
intramedular destructiva que afecta la diafisis de huesos largos, con una gran masa a
nivel de tejidos blandos, es muy sugerente de SE.

Entre las caracteristicas macroscépicas mas importantes de éstas lesiones,
suelen presentarse como una masa blanco grisacea, intramedutar con bordes bien
definidos. La afeccion temprana a tejidos blandos adyacentes, es caracteristica

constante de los SE. Desde el punto de vista morfolégico, éstas lesiones se caracterizan



por presentar un patrén homogéneo y mondtono, en el cual se observan células
redondas, con escaso citoplasma ligeramente eosinéfilo y nicleos hipercromaticos, con
un patron vascular caracteristico donde los vasos adquieren configuracion reticular y se
encuentran rodeados de células neoplasicas que en una tincidon de rutina con
hematoxilina y eosina, presentan cromatina nuclear fina y nucledlos visibles.

Los estudios inmunohistoquimicos de éstas neoplasias pueden realizarse en
tejido fijado en formol e incluido en parafina, vy su uso es importante para facilitar el
diagnostico. Es bien conocido que existe una aberracion cromosémica especifica que
consiste en una traslocacion reciproca entre los cromosomas (11;22) le que se ha
tomado en consideracion para la utilizacidn de anticuerpos como MIC2, el anticuerpo
HBA-71 y el MoAb-2E7. Numerosos antigencs asociados con  fenotipo
neuroectodérmico como Enolasa Neurono Especifica (ENE), Factor de necrosis tumoral,
Proteina Acido Glial Fibrilar y Proteina S$-100, han sido reportados en TNEP. Por
ultraestructura, los TNEP, muestran mayor grado de diferenciacion neural y las células
neoplasicas, estan rodeadas por lamina basal incompleta, mientras que tos SE tienen
una diferenciacion neural minima. Por ltimo, el analisis molecular de éstas lesiones
permite establecer en los casos de dificil diagnéstico un diagnéstico certero, mediante la
determinacion de la traslocacién cromosémica t(11; 22) mediante la técnica de
hibridacién in situ en tejido fijado en formol en incluido en parafina.

Recientemente, el pronéstico de los pacientes con SE y TNEP, ha mejorado
considerablemente gracias al uso de la quimicterapia sistémica. Diversos estudios
multiinstitucionales han reportado indices de scbrevida mayores de 50 a 60% en
pacientes manejados con cirugia y quimioterapia. El uso de radioterapia, ha sido util
para el control primario sin embargo; la quimioterapia ha demostrado ser mas efectiva
tanto para el control local de la enfermedad como para las lesiones diseminadas. A
pesar de esto, el tratamiento de eleccién sigue siendo la cirugia.

En el presente estudio, se incluyeron 30 pacientes con diagnéstico de SE  yfo
TNEP, los cuales fueron seleccionados de los archives de patologia del Hospital de
Oncologia del CMN Siglo XXI, de enero de 1988 a noviembre de 1998. Los datos
clinicos que se investigaron de cada uno de los pacientes fueron; edad, sexo,
localizacion, tamafio del tumor, tratamiento con quimioterapia previo a la toma de
biopsia, tipo de tratamiento quirirgico, tratamiento adyuvante y seguimiento. Los 30
casos incluidos en el estudio, fueron divididos en tres grupos: en el primer grupo se
incluyeron 19 pacientes en los cuales el material se obtuvo antes del inicio de la
quimioterapia, el segundo grupo; estuvo constituido por 6 casos con diagnéstico de SE



y/o TNEP periférico en donde el material se obtuvo después de la administracion de
quimioterapia, y el tercer grupo por los TNEP de localizacion central. Las caracteristicas
morfologicas que se evaluaron en cada grupo, fueron las siguientes: arquitectura,
tamafio de la célula, presencia de necrosis, nimero de mitosis por diez campos de
mayor aumento, y en los casos de TNEP de origen central, la presencia de rosetas.

El inmunofenotipo de la lesidn,se investigd en 24 de los 30 caos, el panel de
anticuerpos que se utilizd fue el siguiente: HKN-1, Proteina S-100. Enolasa Neurono
Especifica, el antigeno especifico para SE y TNEP HBA-71, PGP 9.,5, Citoqueratinas
AE1-AE3, Actina y Vimentina. 24 de los 30 casos, fueron enviados al Departamento de
Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia Espafia para la
determinacion de las traslocaciones t(11;22), (9;22) y (7;22) mediante la técnica de
hibridaién in situ.

Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: la edad promedio de los
pacientes fue de 24.7 anos y la media de 31 afios, con un rango de edad de 1 a 61
afios. El tamano del tumor, oscild entre 10 y 48 cm de diametro mayor, con una media
de 29 cm. L a localizaciéon mas frecuente fueron: miembros inferiores (43.3%), seguida
de miembros superiores(16.6%), y con menor frecuencia en iliaco, costillas, mediastino
y abdomen. Los tumores de localizacién central representaron el 16.6%, dos fueran
supratentoriales, uno de localizacion temporal derecha, otro se localizd en la fosa
posterior y el restante en la calota.

Las caracteristicas morfoldgicas mas importantes fuercn: en los 19 casos de
localizacidn periférica, el patron de crecimiento mas frecuente fue el difuso, seguido del
solido, y con menor frecuencia del alveolar. El tamafo celular que predominé fue el de
célula intermedia, seguida de célula pequefia y por Ultimo de célula grande. De éste
grupo unicamente unc de los casos tuvo mas del 50% de necrosis y la mayoria (89.4%)
presentaron menos de 5 mitosis por diez campos de mayor aumento.

Los seis casos en los cuales el material se obtuvo después de la administracién
de quimioterapia, presentaron caracteristicas similares a las del grupo anterior,
dnicamente que en este grupo la presencia de necrosis fue mayor: lo que refleja la
respuesta histolégica al tratamiento.

Por ultimo, los cinco TNEP de arigen central, tuvieron caracteristicas
rmorfolégicas peculiares. Dos de ellas presentaron abundantes rosetas tipe Homer
Wright en mas del 60% del material estudiado, caracteristica que no se observé en las
lesiones periféricas. Ei tamafio celular que predomind fue el de célula grande , en unc
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de los casos con amplio citoplasma eosinéfilo y caracteristicas rabdoides. En ninguno
de los casos se observé necrosis y las mitosis fueron escasas en todos.

En cuanto al perfit inmunchistoquimice, los 8 tumaores gue fueron clasificados
come SE, presentarcn el siguiente perfil. todos fueron positivos para HBA-71, 7 para el
anticuerpe PGP 9.5, 5 para ENE, al igual que la proteina S-100 y dos para HNK-1.

Los 7 tumores diagnosticados como TNEP periféricos, mostraron el siguiente
inmunofenotipo: 7 fueron positivos para HBA-71, 4 para HNK-1, proteina §-100, PGP
9.5y ENE. 3 lesiones de lacalizacién central fueron clasificados como TNEP centrales, y
en éstos los anticuerpos HNK-1, Proteina S-100 y Enotasa Neurono Especifica, fueron
positivos en los tres casos. HBA-71 fue positivo en un casc y PGP 9.5 en dos, 3
lesiones, dos periféricas y una central metastasica, presentaron el siguiente perfil: las
dos primeras fueron positivas para HNK-1, proteina $-100, ENE, y HBA-71 pero ademas
mostraron inmunorreactividad para citoqueratinas,y la tercera anicamente fue positiva
para ENE, Proteina 5-100, ademas de Actina y Vimentina. Por ultimo, en tres casos, no
se obtuvieron resultados inmunofenotipicos debido a que el material fue catalogado
como no valorable para este procedimiento.

Los mismos 24 casos evaluados por inmunohistoguimica, fueron estudiados
por citogenética. De las ocho lesiones (33.3%) clasificadas como SE, 7 fueron negativas
para EWS (87.5%) y las ocho fueron positivas para FLI-1. Los TNEP periféricos fueron
negativos para EWS y positivos para FLI-1. Las fesiones centrales, diagnosticadas
comoTNEP-c, fuercn positivas para ambas expresiones y una de ellas ademas para
miogenin, la cual fue clasificada como TNEP-c con caracteristicas rabdoides. 3 lesiones
no perenecieron al grupo de TNEP, 2 de ellas fueron negativas para ambas
expresiones y en base a sus caracteristicas inmunofenotipicas (positividad para
citoqueratinas y antigeno de membrana epitelial) fueron diagnosticadas como Sarcoma
Sinovial en un caso y Sarcoma Sinovial con diferenciacidén neural en otro. El tercer caso,
si presentd ambas expresiones, sin embargo; también fue positivo para micgenina
ademas de que el perfil inmunohistoquimico demostré positividad para actina y
negatividad para marcadores neuroectodérmicos, por lo que dicha lesidn fue
diagnosticada como Rabdomiosarcoma Primitivo. Las tres lesiones restantes no
pudieron ser evaluadas citogenéticamente debido a que el material no fue adecuado
para la realizacién del método diagnostico.

Los problemas diagnésticos en casos de TNEP y SE, giran en torno a la
histogénesis y caracteristicas moleculares de las lesiones. El primer tumor 6seo descrito
por Ewing, fue calificado con el términe de endotelioma, posteriormente se propusieron
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diversos términos para referirse a dicha lesion. Actualmente se acepta que estos
tumores representan varios puntos del espectro clinicopatolégico de una familia de
tumores comunes. Sin embargo, el principal problema diagnoéstico consiste en separar
diversas entidades gue no corresponden a la familia de tumores neuroectodérmicos,
pero que desde el punte de vista morfolégico, presentan caracteristicas similares, entre
los mas frecuentes se encuentran los linfomas y rabdomiosarcomas, que durante mucho
tiempo han sido considerados diagndsticos diferenciales de los SE y TNEP. Sin
embargo, en la actualidad, se han sumado distintas entidades como:variantes de célula
pequefa de de tumores de vaina nerviosa periférica, Tumor de Wilms blastemal y
osteosarcomas de tipo indiferenciado. De tal forma que, resulta preciso establecer un
protocolo de diagndstico que incluya: caracteristicas clinicas de la lesion, sitio primario
de la lesion, patron metastasico, caracteristicas microscopicas, inmunohistoquimicas y
citogenéticas.

En nuestro estudio, no hubieron diferencias morfolégicas significativas
entre los tres grupos de estudio, a excepcion de la necrosis que se observd en el
material obtenide después de la administracion de quimioterapia y de la presencia de
rosetas de Homer Wright en las lesiones de origen central, sin embargo el perfil
inmunchistoquimico fue determinante en aquellas lesiones en las cuales existia duda
acerca del diagnéstico, y el andlisis citogénetico esclarecid el diagndstico en tres
lesiones que habian sido diagnosticadas morfolégicamente como SE y TNEP.

De nuestro estudio, nosotros concluimos lo siguiente; a) los TNEP y
SE, son dos necplasias que pertenecen a un amplio grupo de lesiones de dificil
diagnostico debido a que comparten caracteristicas morfolégicas similares a las
observadas en lesiones de histogénesis diferente, b) es importante seguir un protocolo
de diagnéstico que incluya el estudio de las caracteristicas clinicas, morfoldgicas,
inmunofenotipicas y en casos especiales moleculares de este grupo de lesiones a fin de
establecer un diagndstico preciso, ¢} el establecer diagnosticos certeros, es de
primordial importancia a fin de poder ofrecer tratamientos especificos para las distintas
entidades, ya que de esto depende en gran medida la evolucién de los pacientes que en
su gran mayoria son nifios y adolescentes.



Introduccién

El término tumor de células redondas, pequefas y baséfilas ha sido
empleado para designar a un grupo heterogéneo de neoplasias frecuentes en
ninos y adolescentes. A pesar de su diferente histogénesis, estas lesiones
comparten caracteristicas morfoldgicas que consisten en una densa proliferacidn
de células pequefias de apariencia indiferenciada y muy primitiva. La larga lista de
neoplasias a considerar en este grupo comprende no sole entidades como
rabdomiosarcomas, linfomas y Tumores Neuroectodérmicos Primitivos; sino
también tumores metastasicos y entidades recientemente descritas como tumores

de células redondas con desmoplasia..(1,2,3,4)

La informacion clinica y examen histologico de rutina que incluyen tinciones
con hematoxilina y eosina y tinciones para glucdégeno y reticulo, deben
complementarse con estudic inmunohistoquimico para establecer un diagnéstico
certero,(5) aunque en una considerable proporcién de casos las caracteristicas
morfoldgicas son per se sugerentes de cierto tipo de tumores. En las lesiones
menos diferenciadas, los estudios citogenéticos y genotipicos ayudan en gran
medida al conocimiento de la estirpe y oncogénesis de estas lesiones.(1,2,3,4,5)

La exactitud en el diagndstico de este grupo de lesiones, tiene relevancia
clinica y pronéstica debido a que los diferentes protocolos terapéuticos deben

aplicarse en forma especifica siguiendo la linea de diferenciacién celular.(6,7}

ANTECEDENTES HISTORICOS

Del grupo de neoplasias caracterizado por presentar células pequefias redondas y
basdfilas, el sarcoma de Ewing (SE) y los Tumores Neuroectodérmicos Primitivos
{TNEP) son las dos entidades mas comunes y representan del 6 al 15% de todos
los tumores malignos de hueso. Estudios recientes han concluido que el SE y
TNEP tienen el mismo origen neurcectodérmico y pertenecen a la misma familia
de lesiones, que van' desde formas menos diferenciadas (SE) a las mejor
diferenciadas (TNEP).(1,2,3,4,5,8)}




Los primeros reportes que se tienen acerca de estas lesiones, fueron hechos por
el Dr. Arthur Purdy Stout en 1918 y por el Dr. James Ewing en 1921. El primero
reportd el caso de un tumor localizado en el nervio radial de un hombre de 42 aiios
de edad y el segundo el de una lesidn osteolitica en el radio de una joven de 14
anos de edad que.se manifestd con una fractura patoldgica.(8)

Cuando Stout reportd su caso como un “tumor del nervio radial”, diversos
terminos se utillizaron para designar dicha lesién, come schwannoma,
heuroblastoma clasico y retinoblastoma. Fue hasta 1942, cuando Stout junto con
Murray, describieron una lesién de células pequefias en un hombre de 35 afios de
edad al que denominaron neuroepitelioma. Virtualmente todos los casos de TNEP
feportados entre 1918 y 1942, fueron diagnosticados con relacién a un nervio
radial.

Sesenta affos después del caso inicial descrito por Stout, Nesbitt y Vidone,
reportaron una lesidn en un nifio de 6 afos localizada en el nervio cidtico, cuya
histologia consistia en una neoplasia compuesta de células hipercromaticas
dispuestas en rosetas de Homer Wright y pseudorosetas y llamaron a esta lesion
“Tumor neurcectodérmico primitive {neuroblastoma).” Posteriormente Hart y
Earle, propusieron el término TNEP para un grupo de neoplasias cerebrales
frecuentes en nifics y cuya composicion celular recordaba a las células de la
matriz del tubo neural embrionario.(8,9)

Por ofra parte, surgié la controversia acerca de la histogénesis y fenotipo
del sarcoma descrito por Ewing después de su reporte original en el cual propuso
un origen endotelial, dicho autor describio 6 casos adicionales que se presentaron
en adolescentes con signos y sintomas sugerentes de osteomielitis y con
tendencia a la afectacién de la didfisis de huesos largos. Otros autores
sostuvieron la hipdtesis de Ewing, perc Connor refuté su reporte inicial
proponiendo un probable origen linfoide. El origen hematopoyético del SE fue una
de las primeras sugerencias acerca de su histogénesis, y fue hasta 1971 cuando
Yunis enumerd las diversas hipotesis propuestas para el origen de SE., definiendo
a esta lesion sobre las bases de su presentacidn clinico patoldgica y conducta
biolégica estableciendo asi su origen en células de 1a cresta neural. (8,9,10)




HISTOGENESIS
Formacion de la cresta neural.

Los conocimientos acerca de los mecanismos principales de la regulacion
celular, migracién, regulacion y desarrollo, son muy limitados, sin embargo, se
sabe que la formacién de la cresta neural y la migracion celular es en direccién
anteroposterior al eje medial del embrion. Las células rriigran a través de
movimientos ameboideos, ya que poseen largos fllopodios o pseudopodios. Los
desmosomas intercelulares pueden ser vistos a través de ultraestructura y las

proyecciones citoplasmicas estan orientadas en sentido dei movimiento celular.

Las células que se dirigen en extremo dorsolateral, producen células pigmentadas,
en particular, en las regiones de fa cresta neural troncal y el ectomesénquima
cefdlico. Las células gque siguen el extremo medioventral, forman los ganglios
espinales, el sistema nervioso autonémico y los paraganglios cromafines y no
cromafines, Desde el inicio hasta el final de la migracién, las diferentes células
originadas en la cresta neural, se distribuyen en diferentes regiones siguiendo tres
vias principales: 1) como células diseminadas en las superficies epiteliales. 2)
agregadas en estructuras compactas en una matriz mixoide.3) tejido
mesenquimatoso.El concepto de que el SE se origina de células
mesenquimatosas indiferenciadas con propensién a diferenciarse en células
neurales, abre la posibilidad que ocasionalmente otras vias que tienen
diferenciacién neural pueden presentarse en tumor con caracteristicas
morfologicas de célula redonda y pequefia. Por otra parte, un concepto de
diferenciacién pluripotencial en tumores con componente de célula redonda y
pequefia, similar al observade en SE, es en ocasiones designado como
polihistioma o ectomesenquimoma. La revision de grandes series de tumaores de
células pequefas, muestra diferenciacion neural, muscular y epitelial
documentada inmunohistoquimicamente y confimada por estudios de
ultraestructura. Sin embargo, la presencia de alteraciones citogenéticas como la
expresién del gene MICZ confinado a &reas primitivas muestra el origen
neurcectodérmico de éstas lesiones. (9)




CARACTERISTICAS CLINICAS

El sarcoma de Ewing y los tumores neuroectodémmicos primitivos
representan del 6 al 15 % de todos los tumores mailignos primarios de hueso, es el
mas frecuente después de! osteosarcoma y del condrosarcoma. La edad de
presentacién de los TNEP varia considerablemente, segln cinco series reportadas
en la literatura que engloban un total de 173 casos, el paciente mds joven fue un
recién nacido y.el de mayor edad un hombre de 81 afos. La edad promedio de
presentacion fue de 18 afios. En cambio, el SE rara vez se presenta después de
los 40 ahos, pero la edad promedio es similar a la encontrada en TNEP. En cuanto
al sexo, existe una leve predileccién por el sexo masculino con una relacién de
1.5:1 con respecto al femenino.(8,10, 11,12)

Anatémicamente tanto el SE como los TNEP, tienen predileccion por el
térax y la columna vertebral (50 a 60%) y por las diafisis de los huesos largos de
las extremidades (20 A 25%). En cuanto a las manifestaciones clinicas, estas
lesiones suelen presentarse como masas de crecimiento rapido, generalmente son
poco dolorosas y suelen manifestarse en muchos de los casos con fracturas
patoldgicas secundarias a traumatismos. En series recientes, la frecuencia de
pacientes cuya manifestacién inicial son las metastasis, representan del 15 al 28%
y esto parece ser un factor pronodstico adverso relacionado con escasa respuesta
al tratamiento.. Las caracteristicas radiolégicas no son especificas, sin embargo
una lesién intramedular destructiva que afecta la diafisis de huesos larges, con
una gran masa a nivel de tejidos blandos, es muy sugerente de Sarcoma de
Ewing. La lesion, frecuentemente se acompafia de una prominente reaccién
periéstica que se dispone en capas (tela de cebolla) y la corteza que cubre la
lesién, puede presentar esclerosis difusa y engrosamiento. La imagen de
Resonancia Magnética y la TAC, permiten una evaluacion preoperatoria mas
adecuada al mostrar grandes lesiones intramedulares que se extienden hacia
areas que no pueden observarse mediante las placas de rayos X. El Sarcoma de
Ewing, puede presentar un defecto concavo en la superficie del hueso que
tipicamente se observa en lesiones predominantemente subperisticas, mas




frecuentemente visto en lesiones intramedulares en las cuales, la corteza es
permeable y una masa en los tejidos blandos comprime la superficie externa de la
corteza (4,8,10,11)

CARACTERISTICAS MACROSCOQPICAS

El Sarcoma de Ewing, se presenta como una masa blanco grisacea,
intramedular con bordes bien definidos. El tumor puede afectar grandes
segmentos de |a cavidad medular sin romper la cortical, aunque la ruptura
completa de ésta no es una caracteristica tipica de éstas lesiones, la corteza suele
presentar pequefios grupos de células tumorales que finalmente fa penetran y
crecen hacia el subperiostio. La afeccion temprana de tejidos biandos adyacentes,
es una caracteristica constante de los sarcomas de Ewing. La formacion de una
gran masa extradsea, que frecuentemente excede el tamafio de la lesion
intradsea, es frecuentemente observada.(1,4,8,9)

HISTOLOGIA

Sarcoma de Ewing Convencional.

Se caracteriza por presentar un patron mondtone y homogéneo, en el cual
se observan células redondas, con escaso citoplasma levemente eosindfilo y
nucleos hipercromaticos, con un patrén vascular caracteristico donde los vasos
adquieren una configuracidn reticular y se encuentran rodeados de células
neoplasicas que en la tincidn con hematoxilina y eosina presentan cromatina
nuclear fina y nicleolos visibles. Existen formas transicionales entre células claras
y células obscuras; las primeras, presentan bordes bien definidos con abundante
glucégeno y las segundas, corresponden a las celulas caracteristicas antes
descritas. , muestra células pequefas, azul obscuro en la tincion de rutina con

hematoxilina y eosina y en ocasiones células ovaladas. La cromatina nuclear es



fina con nucleolos aparentes. Existen formas transicionales, entre células
obscuras y células claras, el citoplasma en ambos tipos es variable, pero
generalmente escaso. Las células claras tienen bordes poco definidos con
abundante glucégeno. La cantidad de necrosis es variable, y esto se observa en

diferentes campos dentro de la misma lesién. (1, 4.8,10,11,13,14)

Existe ofro patron en el cual la extension de tejidos blandos aunada ala
presencia de fibroblastos y depésitos de colagena da el aspecto de filigrana. Es
este, grupos de células tumorales flotan en una densa matriz fibrilar junto con
vasos hialinizados que dan lugar a una estructura morfoldgicamente relacionada a

una lesian de alto grado de malignidad.(1,4)

Las células del sarcoma de Ewing, inducen la formacién de vasos dentro
del estroma, frecuentemente se observan capilares con endotelio fino y pericitos.
Los vasos de paredes hialinizadas coexisten con campos que presentan patrén de
filigrana rodeados por grupos de células tumorales. E£n cuanto al citoplasma, mas
del 80% de los tumores contienen glucdgeno, que es positivo a PAS y carmin de
Best.(1,4,8)

SUBTIPOS HISTOLOGICOS

Sarcoma de Ewing con diferenciacién neuroectodémica {TNEP de hueso ),

Se caracteriza por presentar estructuras semejantes a rosetas de Homer Wright,
como las que se observan en el neurcblastoma, los nucleos presentan cromatina
densa y son redondos u ovalados. Se ha considerado que para llamarles TNEP

deben encontrarse al menos un tercio de rosetas en el material estudiado.




Pueden encontrarse cambios citolégicos como diferenciacién rabdoide o
histiocitoide, en la mayoria de los casos , la heterogeneidad celular junto con Ia

variabilidad del tamafic celular, es la figura predominante en este patron.(1,8,13)

Sarcoma de Ewing de células grandes atipico.

En 1952, McCormak , describié fa presencia de variedades atipicas de Sarcoma
de Ewing, en la que incluia la variedad de células grandes. La histologia en estos
casos, recuerda al SE convencional, sin embargo, la principal diferencia es
observada en el tamafio y contorno de las celulas, las cuales miden entre 20 y 40
micras. El citoplasma es de apariencia histiocitoide y el glucégeno es menos
abundante que en el SE convencional, asimismo, algunas lesiones pueden
presentar cambios fusiformes focales , aunque éstas células no tienen la
apariencia de las observadas en lesiones como fibrosarcoma e histiocitoma fibroso
maligno. .{1,8,13)

Tumor Neurcectodérmico Primitivo.

Los TNEP, son menos frecuentes que el SE convencional, ademas de
presentar caracteristicas semejantes al anterior, tiene diferenciacién neural
primitiva. La diferenciacion neural puede identificarse por microscopia de luz que
revela la formacion de rosetas de Homer Wright € inmunochistoquimicamente por la
expresion de marcadores neurales, al igual que el SE, presenta una translocacion
reciproca a nivel de los cromosomas t{11;22)(q24,q22) resultande en {a expresion
de la proteina quimérica EWS-FL-1. La edad de presentacitn y la localizacidn, es
muy similar a la observada en SE. Microscopicamente, el tumor tiene todas las
caracteristicas del anterior, se compone de células redondas, pequefas y

basofilas, de aspecto primitivo mesenguimatoso. En los casos tipicos la presencia



inequivoca de rosetas de Homer Wright, es una caracteristica prominente y
facilmente reconocible, sin embargo, pueden presentarse otro tipo de rosetas

como las observadas en el neurcblastoma y rosetas de Flexner Wintersteiner.
(1,8,13, 14,15)

Otros Tumores Neuroectodérmicos Primitivos.

¢ Tumor de Askin (regién toracopulmonar).

En 1979, Askin presentd 20 casos de tumores de células redondas, pequenas y
basdfilas localizados en la region toracopulmonar. Dichas lesiones derivan del
periostio y de los tejidos blandos de la pared toricica Histologicamente [a
neoplasia es muy similar a los SE y TNEP y se compone de células pequedias y
homogéneas dispuestas en pseudolébulos y en algunos cascs en rosetas
aisladas. Los estudios inmunohistoquimicos, muestran caracteristicas fenotipicas
idénticas a las que presentan los SE y TNEP. Ultraestructuralmente, presentan
menor cantidad de mitocondrias , asi como una apariencia mesenquimatosa mas

primitiva y gran cantidad de glucogeno dispuesto en estructuras rosetoides.
(1,4,8)
s Tumores neuroectodérmicas primitivos del SNC.

La frecuencia de tumores neuroectodérmicos en nifios, sugiere la migracion de
células de neuroepitelio fetal a un sitio seleccionado donde se desarrolla una
neoplasia. Las células neuroepitefiales fetales son del tipo de células neuronales,
células de la neuroglia, células ependimarias y subependimarias. La patogénesis
de éstas lesiones, probablemente es multifactorial y las alteraciones genéticas
juegan un papel importante en el desarrollo de estos tumores. Las evidencias
circunstanciales, sugieren que el primer fenémeno que desencadena estas
alteraciones, es la promocion de células dafiadas que producen una proliferacién

focal y su apariencia morfologica sugiere que pueden originarse en células



germinales o en elementos celulares mejor diferenciados del cerebro en
desarrollo. En 1973 Hart y Garle, definieron al TNEP cerebral como una entidad
clinicopatoldgica diferente al resto de los TNEP Desde el punto de vista
microscdpico, estas lesiones se caracterizan por presentar grupos de células
uniformes, pequenas y primitivas que forman rosetas de Homer Wrigth . Mas del
80 % de los casos se reportan en los hemisferios cerebrales y 10% alrededor del

tercer ventriculo, (14,15,16)

CITOLOGIA

El uso de aguja fina para la obtencion de biopsias por aspiracion, ha
resultado efectivo en el diagndstico de tumores de células redondas, pequefas y
basdfilas, sin embargo ésta técnica no ha sido aplicada frecuentemente debidoe a
que las biopsias directas proporcionan mayor cantidad de material ic que permite
observar con mayor detalle las caracteristicas arquitecturales de éstas lesiones.
Los cambios citolégicos mas importantes en las biopsias por aspiracidon son:
hipercelularidad con disposicion de las células en grupos pequefios, los nicleos
son ovales o ligeramente identados con cromatina finamente granular. El

citoplasma esclaro o ligeramente baséfilo. (17,18,19)

INMUNOHISTOQUIMICA

Los estudios inmunchistoquimicos, se realizan en tejido fijado en parafina y
su uso es importante para facilitar el diagnoéstico de SE y TNEP dentro del grupo
de lesiones de células redondas, pequenas y baséfilas. Es bien conocido que
existe una aberracién cromosémica especifica que consiste en una traslocacion

reciproca entre los cromosomas 11 y 22 (11, 22), lo que se ha tomado en




consideracion para la utilizacion de anticuerpos como MIC2,, el anticuerpo HBA71
y el MoAb-2E7.(1,5,10,11,15,20)

El gene MICZ, es un gene pseudoautosémico localizado en el brazo corto
de los cromosomas secuenciales. La expresion del gene MIC2, fue identificada
usando el McAb 12E7, sin embargo, ésta expresion también se ha encontrado en
leucemias linfociticas agudas y en timocitos paracorticales (11,15,20)

E! SE y TNEP, expresan éste antigenc de manera selectiva y en forma

importante hasta en el 80% de los casos.

La presencia de antigenos reconocidos por el anticuerpo Leu M2 en células
de SE, ha sugerido la hipdtesis de componente mesenquimal,

Numerosos antigenos asociados con fenotipo neuroectodérmico como
Enolasa Neuronal Especifica (ENE), HNK-1, Factor de necrosis tumoral, proteina
S$-100 y Proteina Acido Glial Fibrilar (PAGF), han sido reportados positivos en
tumores neuroectodérmicos. La positividad de éstos anticuerpos varia de caso a
caso y en varias zonas dentro de! mismo tumor.El anticuerpo Leu 7, (HNK-), es
una glucoproteina localizada en células de la cresta neural y se ha reportado como
positiva en SE y TNEP. Sin embargo, la positividad esta limitada a grupos de
células y no a la totalidad del tumor, tal es el caso también de la PAGF que tifie la
mayoria de TNEP y SE, pero lo hace de manera difusa y no concluyente.
Asimismo, la proteina S-100 es positiva sélo en célutas aisladas. (1,10,11,15,20)

MICROSCOPIA ELECTRONICA

Por ultraestructura, los TNEP, muestran mayor grado de diferenciacion

neural, las células neoplasicas estan rodeadas por lamina basal incompleta. Las



caracteristicas mas especificas de diferenciacién neural incluyen: uniones
sinapticas, procesos neuriticos, filamentos intermedios, neurotiibulos y granulos

secretores, éstos ultimos son granulos con nicleo denso y un halo periférico.

Los SE estan compuestos de células redondas a ovoides muy primitivas
con escasa cantidad de citoplasma y abundante glucégeno. En algunos casos ia
poblacion dimérfica de células claras y obscuras también tiene la cromatina en
grumos con nucleos de bordes irregulares y citoplasma obscuro con alto indice de
ribosomas. Cuando la evidencia de diferenciacion neural es minima, es mas dificil
concluir un diagndstico, por lo tanto, el diagnéstico ultraestructural es de exclusion,

basado mas en los hallazgos negatives que en caracteristicas especificas. (1,10)

ESTUDIOS DE GENETICA MOLECULAR

l.a identificacién de cambios cariotipicos especificos a través de anatisis
citogenéticos, ha sido particularmente exitosa en el diagnéstico diferencial de
tumores de células redondas, pequefias y basdfilas. La caracterizacidn molecular
de éstas aberraciones genéticas, ha sido de gran valor para el entendimiento de
los mecanismos involucrados en su tfransformacién maligna y progresion del
tumor. Hasta hace poco tiempo, el estudio de las aberraciones cromosémicas, fue
posible dnicamente en células tumorales cultivadas in vitro y observadas en
preparaciones citolégicas en metafase. Actualmente, ha sidc posible realizar el
estudio molecular de células en tejido fijade en formol e incluido en parafina
mediante técnicas de hibridacién in situ y PCR.(2,21,22,23,24,25,26,27,28),

El grupb de tumores de probable origen neuroectedérmico, ahora referido
como tumores de la familia de SE, presentan como marcador fenctipico la
traslocacion t(11;22)(q24;q12), dicha traslocacion ha sido descrita en todos los
miembros de éste grupo de lesiones, incluyendo Sarcomas de Ewing dseos,
extraesgqueléticos, y TNEP (Tumor de Askin, neuroblastoma, neuroepitelioma




periférico).Dicha traslocacion, puede ser simple o compleja, afectandose uno o
mas cromosomas ademas del 11 y del 22, o bien una traslocacion variante, en la
cual el cromosoma 22 y un cromosoma distinto al 11 estan afectados. De acuerdo
a estudios de Carel y colaboradores,la presencia de traslocaciones simples
1(11;22), muestra que fos puntos de rompimiento estan localizados en dos
regiones:EWSR1 y EWSR2, sobre los cromosomas 11 y 22 respectivamente.
Como resultado de ésta traslocacidn la porcidon 5' del gene EWS sobre el
cromosoma 22q12 esta fusionada a la porcion 3' del gene FLI-1 sobre el
cromosoma 11q24.(1,21,22,23)

La fusién del gene EWS/FLI-1, esta presente en el 85% de los TNEP y SE.
Otro 10%,son portadores de una segunda traslocacién t{21;q12) la cual fusiona
EWS a un miembro diferente de la familia de ETS, el gene ERG, localizado en la
banda 21922. Recientemente, una tercera traslocacion ha sido identificada, es ia
1(7;22)(p22;q12}, que fusiona el gene EWS al gene ETS, dando lugar al gene ETVI
(traslocacién variante ETS), localizada en la banda cromesdmica 7p22, FLI-l, ERG
y ETVI son miembros del factor familiar de transcripcién ETS, que encoda los
activadores transcripcionales de secuencia especifica y son conservados en la
terminal C del ETS.Las translocaciones identificadas resultan en la fusion de la
porciéon N-terminal del EWSR1 a la porcién ETS de la familia de genes ETS.
Recientemente, sq_ha reportado una traslocacion (17;22)(q12;q12), en el DNA
aislado de pacienté':s con SE. Este hallazgo sugiere que existe una nueva fusién
del gene EWSR1-ETV4.(1,21,22,23,24)

El ETV4, es un gene de la familia ETS, localizado en el cromosoma 17q21,
que codifica para el adenovirus E14, la comparacién secuencial revela que ETV4,
es un homdlogo humano del gene P53 encontrado en ratones. El ETV4, ha sido
implicado en células tumorales invascras y metastasicas. Este estimula la

transcripcion de promotores de la matriz de metaloproteinas.

Por otro lado, los andlisis moleculares de la traslocacién cromosomica .
1(11;22), muestran que el punto de rompimiento en el cromosoma 11 se encuentra
en la regién 40 —kb de FLI-1 entre los intrones 3 y 8. Cuando la 1(11,22)(q24,q914)

12




fue citologicamente identificada, ia estructura molecular del punto de rompimiento
fue especifica de los SE, sin embargo, diversas entidades como tumor de Askin y
el resto de los TNEP periféricos, muestran la misma alteracion
citogenética.(1,21,22,23,24,25,26)

TRATAMIENTO

Recientemente el prondstico de pacientes con SE localizados ha mejorado
considerablemente gracias al uso de guimioterapia sistémica. Diversos estudios
multiinstitucionales han reportado indices de sobrevida mayores de 50 a 60 % en
pacientes manejados con cirugia y quimioterapia. El uso de radioterapia, por otro
iado, ha sido «itil para el control primario, sin embargo, la guimioterapia ha
demostrado ser mas efectiva tanto para el control local de la enfermedad como

para las lesiones diseminadas, (29,30,31)

A pesar de esto, el tratamiento de eleccion sigue siendo la cirugia,
actualmente los procedimientos quirGrgicos tienden a ser mas conservadores, y
pretenden evitar cirugias radicales como amputaciones y hemipelvectomias, sin
embargo, los margenes quirdrgicos deben ser adecuados para prevenir
recurrencias locales, y metastasis, esto es mas facil de realizar en lesiones de
localizacion distal y proximal y los margenes inadecuados se observan con mayor

frecuencia en lesiones de localizacién central.,(29,30,31)

Las recurrencias locales se presentan en el 24% de los pacientes hasta 80
meses después del tratamiento, en cambio las metastasis se presentan en el 50 %
en algunos casos aparecen durante el tratamiento y en otros hasta 100 meses
después de la conclusion de éste. El pulmdn, es el sitic principal de metastasis y
en segundo lugar el hueso. Con los esquemas actuales que suelen utilizar 4
drogas, la toxicidad sistémica es minima y las manifestaciones mas frecuentes no
son trascendentes como nalseas y vomitos que se presentan en mas del 90 %

de los pacientes. Las drogas mas utilizadas que constituyen el cuadruple esquema




son: doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, y etopodsido y han demostrado su
eficacia en el tratamiento pre y postoperatorio de pacientes con SE, o que permite
observar el efecto preoperatorio en el tumor primaio, y la relacién entre la
respuesta biclogica y ta evolucion oncolégica. En pacientes con SE la extension
de la necrosis tumoral es determinada histoldégicamente y es el factor prondstico
mas importante en la evolucion sistémica después de la quimioterapia. E! tamario
del tumor también es un factor predictivo de respuesta al tratamiento, de tal
manera que el estudio de éstas variables puede ayudar a establecer la prediccion

del pronéstico y evaluar mejores opciones de tratamiento.(29,30,31)

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE TUMORES DE CELULAS REDONDAS DE
HUESO.

Las caracteristicas diagndsticas para SE y TNEP deben ser suficientes para
realizar diagnésticos, en general, el diagndstico diferencial de tumores de células
redondas de hueso, no sélo incluye entidades del mismo grupo, sino también una
variedad de tumores mesenquimatosos y epiteliales (primarios y metastasicos)

que pueden presentarse en nifios, adolescentes y adultos. (1)

El SE y TNEP, deben diferenciarse en nifios y adolescentes de
neuroblastoma metastasico, osteosarcoma de célutas pequenas, condrosaroma
mesenquimal, rabdomiosarcoma y neoplasias hematopoyéticas. Los casos
extremadamente raros de SE y TNEP que se presentan en adultos requieren
diferenciacion principalmente con carcinoma de células pequefias y finfoma. (1,10,
32)

El neuroblastoma, tipicamente se presenta en nifios peguefos
generaimente antes de los cinco afios. El tumor frecuentemente metastatiza a
higado, hueso, ganglios linfaticos y piel, la enfermedad metastasica puede ser el
signo de presentacion de la enfermedad. Los niveles elevados de catecolaminas y

sus metabolitos en la orina, son de gran ayuda diagnéstica. Histolégicamente, la




presencia de neuropilo y diferenciacion ganglionar ayuda a distinguir ésta lesién
del SE y TNEP. Por ofra parte, la diferenciacion neural observada en SE y TNEP
puede confundirse con neuroblastoma, sin embargo, la expresion del gene MIC2
es de gran ayuda ya que no se observa en el neuroblastoma., en éste las
anormalidades citogenéticas tipicas se presentan en el cromosoma 1p32 en el
70% de los casos, y una segunda alteracién se presenta como una amplificacién
del gene N-myc.(1,10,11,13,14,)

El SE y TNEP, puede confundirse también con osteosarcoma de células
redondas y pequenas, sin embargo, la principal caracteristica de ésta lesién es la
formacion de osteoide e inmunohistoquimicamente vy citogenéticamente no

muestran las caracteristicas de los primeros. (1,10,11)

El rabdomiosarcoma de tipo embrionario, debe diferenciarse del SE
especialmente si la lesién se encuentra en tejidos blandos y en nifios pequefios.

La positividad para marcadores de musculo deben ayudar al diagndstico.

Los tumores de células redondas y pequerias en pacientes aduftos, deben
orientar hacia un carcinoma metastasico de células pequefias o hacia un linfoma .,
ocasionalmente, el fibrosarcoma epitelioide esclerosante, el melanoma maligno, y
la tenosinovitis villonodular, pueden semejar un tumeor de células redondas,
pequefias y basdfilas, sin embargo, las caracteristicas inmunchistoquimicas vy
citogenéticas son de gran utilidad para la realizacion del diagnostico diferencial.
{1,10,11,13,33,34,35,36,37,38)




MATERIAL Y METODO

En el presente estudio se incluyeron 30 pacientes con diagnéstico de
Sarcoma de Ewing y/o Tumor Neurcectodérmico Primitivo, los cuales fueron
seleccionados de los archivos del departamento de Patologia del Hospital de
Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, de enero de 1988 a noviembre
de 1999. Se excluyeron aquellos pacientes que no contaron con expediente clinico
o material histolégico como laminillas o blogques de parafina.,

Los expedientes clinicos de los 30 pacientes fueron obtenidos y de cada
uno se investigaron los siguientes parametros: edad, sexo, tamafio del tumor,
localizacion del tumor, tratamiento con quimioterapia previo a la toma de biopsia,

tipo de tratamiento quirdrgico, tratamiento adyuvante y seguimiento .

Los 30 casos incluidos en el estudio fueron divididos en tres grupos para la
evaluacion morfolégica. En el primer grupo, se incluyercon los 19 pacientes en los
cuales el material estudiado se obtuv.o antes del inicio de la quimioterapia, e!
segundo grupo, estuvo constituido por los seis casos obtenidos postratamiento, y
el tercer grupo por los cinco casos de Tumores Neuroectodérmicos Primitivos de
localizacidn central. Las caracteristicas morfoldgicas que se evaluaron en cada
grupo fueron las siguientes: arquitectura; alveolar, difusa o sélida; tamafo de la
célula: de la célula: pequefia (20 micras), intermedia (entre 20 y 40 micras) y
grande (méas de 40 micras), presencia de necrosis valorada en grados: | = 0-30%,
Al = 30-60% y Il = mas del 60 %. En los seis casos obtenidos después de la
administracion de quimioterapia, la necrosis fue evaluada como respuesta
histolégica al tratamiento en 4 grados. | = necrosis en menos del 50% del tumor, II
= necrosis en mas del 50 pero menos del 90% del tumor, Ill = necrosis en el 90%
del tumor y IV = necrosis en el 100% del tumor. El nimero de mitasis.fue valorado
segln el siguiente esquema: 1 a 5 mitosis por diez campos de mayor aumento, 5 a
10 mitosis por diez campos de mayor aumento y mas de 10 mitosis por diez

campos de mayor aumento.



El inmunofenotipo de la lesion, se investigd en 24 de los 30 casos, el panel
de anticuerpos que se utilizdé fue el siguiente. HNK-1, Proteina S-100, Enolasa
Neurono Especifica, el antigeno especifico para SE y TNEP HBA-71, PGP 9.5,
Citoqueratinas AE1-AE3, Actina y Vimentina.(tabla no. 1)

24 de los 30 casos, fueron enviados al departamento de palologia de [a
Facultad de Medicina y Odontologia de {a Universidad de Valencia Espafia para la
determinacion de las traslocaciones t(11,22), 1(9,22) y t(7,22) mediante la técnica
de hibridacion in situ en tejido fijado en formol e incluido en parafina. Dicha
técnica, consistid en la deteccion especifica de secuencias de DNA o RNA en
preparaciones celulares usando una secuencia de acidos nucleicos, el primer
paso, fue la desnaturalizacion del DNA, seguida del alineamiento de las primeras
secuencias complementarias y finalizando con la extensién de las primeras
bandas de DNA alineadas. Cada ciclo del procedimiento, fue repetido
continuamente, a fin de duplicar la sintesis de DNA, posteriormente, las bandas de
DNA y RNA, fueron ohservadas con peroxidasa, biotina y desoxigenina, en las
cuales se observaron los puntos de rompimiento de los cromosomas involucrados
y la fusién de los genes producto de dichas traslocaciones, dichas expresiones
fueron recabadas y anotadas junto con la expresividad inmunofenctipica en cada

uno de los 24 casos estudiados por estas técnicas.




RESULTADOS
Pacientes

Las caracteristicas clinicas de los 30 pacientes incluidos en el estudio,
fueron las siguientes: 15 fueron mujeres (50%) y 15 fueron hombres (50%) (grafica
1) La edad promedio fue de 24.7 aiios y la media de 31 afios, con un rango de
edad de 1 afio a 61 afos. El tamafo del tumor, oscild entre 10 y 48 cm de
diametro mayor, con una media de 29 cm. La localizacién mas frecuente fueron:
miembros inferiores en trece pacientes (43.3%), seguida de miembros superiores
en cinco (16.6%) pacientes. Las locatizaciones menos frecuentes fueron: iliaco 3
pacientes (10%), costillas, en dos pacientes (6.6%), mediastino, un paciente

{3.3%) y abdomen en un paciente (3.3%). (grafica 2)

Los tumores neurcectodérmicos primitivos de localizacidén central
constituyeron el 16.6% y de éstos, dos fueron supratentoriales (40%), uno se
localizd en (6bulo temporal derecho (20%), uno en fosa posterior (20%) y el
restante en la calota (20%). De éstos, ninguno recibié tratamiento inicial con
quimioterapia y en 4 (66.6%), el tumor se resecd parcialmente. De los 25
pacientes restantes, 5 (20%) fueron tratados con quimioterapia inicial y cirugia, en
dos de ellos fue radical {40%) y en 3 conservadora (60%). 7 pacientes, (28%),
recibieron Unicamente quimioterapia, 1 paciente (4%) recibié quimioterapia inicial,
reseccién de! tumor y quimioterapia adyuvante.3 pacientes {12%) Gnicamente
fueron manejades con cirugia conservadora y 3{12%) con quimioterapia paliativa.
Los seis pacientes restantes (24%), no recibieron ningin tratamiento debido a
gque no regresaron después de haberse establecido el diagnostico. Los siguientes
esquemas, VEC, ACT y ACF , y VP-16 y 4EPI, fueron los mas frecuentemente
utilizados. .

En cuanto al seguimiento: cuatro pacientes (13.3%), presentaron respuesta
parcial al tratamiento inicial con quimioterapia, 6 pacientes (20%), presentaron

metéstasis pulmonares y ademas uno de éstos, presentd también metastasis
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cerebrales. 5 pacientes (16.6%), fallecieron dentro de los dos afics posteriores al
diagnéstico de SE y TNEP. 2 pacientes (6.6%), se encontraron libres de
enfermedad a cince anos y 10 pacientes (33.3%), no acudieron al hospital
después del tratamiento o del diagnéstico inicial, por lo que se desconoce su

evolucion. {grafica 3)
HISTOLOGIA

En los 19 cascs de SE y TNEP de localizacién periférica, el patron de
crecimiento mas frecuente, fue el difuso en 13 casos(68.4%), el alveolar se
observd en 2(10.5%) y el sdlido en 4(21.05%). El tamaiic celular que predomind,
fue el intermedic en 10(52.6%) cascs, seguido del de célula pequefia en
8(42.10%) y de célula grande en 1 caso{5.2%). La presencia de necrosis en este
grupo, se evalud en porcentajes: 17(89.4%) casos, tuvieron entre 0 v 30% de
necrosis, 1(5.2%) de 30 a 60% y el dltimo caso de éste grupo tuvo mas del 60%
de necrosis. En 17 casos (89.4%), las mitosis observadas fueron de 0 a 5 x 10
campos de mayor aumento y en dos casos (10.5%) de 5 a 10 x 10 campos de
mayor aumento. (tabla no. 1)

Los seis casos que fueron obtenidos después de la quimioterapia,
presentaron las siguientes caracteristicas. Dos casos (33.3%), fueron producto de
cirugia radical y los dos fueron miembros pélvicos. En el primero de éstos dos
casos, se observd un tumor que midié 30 cm de diametro mayor, con amplias
Zzonas de necrosis y hemorragia. En el segundo caso, se observé un tumor que
midié 48 cm de didmetro y que también presentd zonas amplias de necrosis y
hemorragia. En los 4 casos restantes, se obtuvieron productos de cirugia
conservadora, entre éstos: iliaco, clavicula, tumor de tibia y una lesién mediastinal.
El tamafc de la lesion en estos casos fue de; 35, 10, 15 y 17 cm de diametro
mayor respectivamente. En todas las lesiones se encontraron focos de necrosis y
hemorragia, asi como infiltracién extensa a tejidos blandos (Fig. 1,2,3 y 4). Las
caracteristicas morfoldgicas mas sobresalientes en éste grupo, fueron: patron
difuso en 5(83.3%) de los casos y en 1(16.6%), el patron fue alveolar. E! tamario

celular tuvo una distribucién similar en las tres categorias, 2(33.3%) fueron de
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Tabla 1
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS. CASOS PERIFERICOS PRETRATAMIENTO.
n=19 (100%}

Célula Patrén Necrosis (%) No. de mitosis  Rosetas (%)
x10 CMA
Grande, n=1 Difuso. n=13 0-30. 1-5. n=17 (89.4%) 0-30. n=19{100%)
(5.2%) (68.4%) n=17(89.4%)
intermedia. n=10 Alveolar. n=2 31-60. n=1{5.2%) 5-10. n=2{10.5%) 31-60. n=0
(52.6%) (10.5%)
Pequena. n=8 Solido. Mas de 60. Mas de 10. n=0 Mas de 60. n=0

(42.2%) n=4(21.05%) n=1({5.2%})




Sarcoma de Ewing.

Caracteristicas Radiograficas.

Fig.1y 2

Fig. 1 Sarcoma de Ewing del esqueleto acral. Lesién destructiva del segundo
hueso metatarsiano.

Fig. 2 Sarcoma de Ewing. Lesion destructiva del fémur. Reaccidn peridstica
lamelar.




Fig. 3 Sarcoma de Ewing de tibia distal.

Fig. 4 Sarcoma de Ewing de tibia distal. Ruptura del periostio e infiltracion a tejidos
blandos.




Sarcoma de Ewing. Caracteristicas histologicas.

Fig. 5 Sarcoma de Ewing de célula grande, con patrén en nidos.
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Fig. 6 TNEP central con diferenciacién rabdomioblastica.




célula pequefia, dos (33.3%) de célula intermedia y 2 de célula grande. 4 lesiones
(66.6%), presentaron de 1 a 5 mitosis x 10 campos de mayor aumento, 1(16.6%),
de 5 a 10 mitosis x 10 campos de mayor aumento y el Gitimo caso de éste grupo
tuvo mas de 10 mitosis x 10 campos. La caracteristica morfolégica mas importante
en este grupo, fue la presencia de necrosis que reflefa la respuesta histolégica al

tratamiento, y se resume en la tabla no. 2 (Fig.no.5)

Por (ltimo, los cinco Tumores Neruroectodérmicos Primitivos de
localizacion central tuvieron caracteristicas morfolégicas peculiares. Dos de ellos
(40%) mostraron abundantes rosetas tipe Homer Wright en mds del 60% del
material estudiadoe, caracteristica que no se observé en las lesiones periféricas. El
patron arquitectural mas frecuente fue el difuso en 3 casos (60%), en 1(20%) fue
alveolar y en el tltimo sdlido. El tamafio celular que predomind, fue el de célula
grande en 2 casos (40%), en uno de los cuales, la célula fue muy grande, con
amplio citoplasma eosindfilc de caracteristicas rabdoides, y la célula pequefa
también en dos casos (40%), sclo en uno de ellos, la célula fue de tamaro
intermedio. En ninguno de los casos se observé necrosis y las mitosis fueron

escasas, de 0-5 x 10 campos de mayor aumento en todos los casos. (fig. no.6)
INUMNOHISTOQUIMICA

Los tumores 8 (33.3%) que fueron clasificados como SE, presentaron el
siguiente perfil inmunohistoquimico: los 8 tumores (100%) fueron positivos para el
anticuerpo HBA-7I, 7 (87.5%) fueron positivos para el anticuerpo PGP 9.5.
5(62.5%) para Enolasa Neurono Especifica, al igual que para proteina S-100 y
2(25%) para HNK-1.(tabla no.3)

Los 7 tumores (29.1%) diagnosticados como TNEP periféricos mostraron el
siguiente inmunofenotipo: 7(100%) fueron positivos para HBA-71, 4(57.1%) para
HNK-1, 8(85.7%) para PGP 9.5 y el mismo numero para Proteina S-100 y Enolasa

Neurono Especifica. (tabla no. 4)



Tabla 2
Respuesta histolégica a quimioterapia neoadyuvante
N=6(100%)
Grado de necrosis N

f 3 (50%)
I 2 (30%)
It 1 (20%)
Y 0



Tabla no. 3 Perfil Inmunohistoquimico de Tumores Diagnosticados como

SE.N= 8 (100%)

Anticuerpo No. casos %
HBA-71 7 87.5
PGP 9.5 5 62.5

ENE 2 25
Proteina S-100 2 25
HNK-1 2 2

Tabla. No.4 Perfil inmunohistoquimico de los TNEP periféricos. N=7(100%)

Anticuerpo N= casos %
HBA-71 4 571
HNK-1 6 85.7
PGP 9.5 6 85.7

ENE 6 85.7
PROTEINA S-100 6 85.7




3 lesiones de localizacién central fueron clasificados como TNEP centrales,
(12.06%) y en éstos, los anticuerpos HNK-1, Proteina $-100 y Enclasa Neurono
Especifica, fueron positivos en los tres casos. HBA-71 fue positive en un caso
{33.3%) y PGP9.5 en dos (66.6%).

3 lesiones, dos periféricas y una central metastdsica presentarcn el
siguiente perfil: las dos primeras fueron positivas para HNK-1, Proteina $-100,
Enclasa Neurono Especifica y HBA-71 pero ademas mostraron inmunorreactividad
para citoqueratinas., y la tercera; dnicamente fue positiva para Enolasa, Proteina
5-100, ademdas de Actina, Vimentina y. Por ultimo, en tres casos {12.5%) no se
obtuvieron resultados inmunofenotipicos debide a que el material fue catalogado

como no valorable para este procedimiento.

ANALISIS MOLECULAR

Los mismos 24 casos evaluados por inmunohistoguimica, fueron estudiados
citogenéticamente para la determinacion de la expresion de los genes EWS y FLI-
1 que resultan de la traslocacion t{11-22). De las 8 lesiones (33.3%} clasificadas
coma SE 7, fueron negativas para EWS (87.5%), y las 8(100%) fueron positivas
para FLI-1. Los TNEP periféricos fueron negativos para EWS 3(100%) y positivos
para FLI-1. Las lesiones centrales, diagnosticadas como TNEP ¢ fueron positivas
para ambas expresiones y una de ellas ademas para miogenina, 1a cual fue
clasificada como: TNEP c con caracteristicas rabdoides.

3 lesiones no pertenecieron al grupo de TNEP, 2 de ellas (8%) fueron
pegativas para ambas expresiones y en base a sus caracteristicas
inmunofenctipicas (positividad para citoqueratinas y antigeno de membrana
epitelial) fueron diagnosticadas como Sarcoma Sinovial en un caso y Sarcoma
Sinovial con diferenciacion neural en otro. El tercer caso si presentd ambas
expresiones (SEW y FLI-1}, sin embargo, también fue positivo para miogenina
ademas de que el perfil inmunchistoquimico, demostrd positividad para actina y
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negatividad para marcadores neuroectodérmicos, por lo que dicha lesion fue

diagnosticada como Rabdomiosarcoma primitivo (Fig. 7 y 8)

Las tres lesiones restantes{12%), no pudieron ser evaluadas
citogenéticamente debido a que el material no fue adecuado para la realizacion de

éste método diagnostico.
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Casos en los que se modifico el diagnéstico
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Fig. 7 Rabdomiosarcoma metastasico en cerebro (morfologia similar a linfoma)
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Fig. 8 Sarcoma sinovial con células pequefias. (morfologia similar a un sarcoma
de Ewing)



Sarcoma de Ewing Postratamiento.

Fig. 9 Fémur proximal con resclucion completa del tumor {necrosis)

Fig. 10 Neoplasia con parches de necrosis (respuesta a la quimioterapia).



DISCUSION

Los problemas diagnédsticos en casos de SE y TNEP giran en tormo a la
histogénesis y caracteristicas moleculares de éstas lesiones. El primer tumor dseo
descrito por Ewing, fue calificado con el término de endotelioma, posteriormente
se propusiercn diversos términos para referirse a dicha lesion.(1,10) Actualmente
se acepla que estos tumores representan varios puntos del espectro
clinicopatoldgico de una familia de tumoeres comunes. Sin embargo; el principal
problema diagndstico consiste en separar diversas entidades que no
corresponden a la familia de tumores neuroectodérmicos, pero que desde el punto
de vista morfolégico, presentan caracteristicas similares (células redondas,
pequenas y basdfilas).entre los mas frecuentes se encuentran los finfomas y
rabdomiosarcomas, que durante mucho tiempo han sido los diagnosticos
diferenciales de los SE y TNEP. Sin embargo, en la actualidad, se han sumado
otras entidades como: variantes de célula pequefia de tumores de vaina nerviosa
periférica, Tumor de Wilms blastemal y osteosarcomas de tipo indiferenciado.
(tabla no. 8).(10,42) De tal forma que, resulta preciso establecer un protocolo de
diagnostico que incluya: caracteristicas clinicas de la lesion, sitio primario de
localizacién, patrén metastasico, caracteristicas microscopicas,

inmunohistoquimicas, ultraestructurales y moleculares. (grafica no. 4){(10)

Los principales sitios primarios caracteristicos para los tumores de células
redondas, pequefias y basodfilas en el espectro basico convencional es el
siguiente: a) neuroblastoma: adrenal, b) SE/TNEP: hueso, ¢) linfoma no Hodgkin:
ganglios linfaticos y d) rabdomiosarcomas: tejidos blandos. Los patrones
metastasicos caractaristicos son: a) ganglio linfatico, higado, érbita y hueso para
el neuroblastoma, b) pulmén y ganglios linfaticos, para SE/TNEP vy
rabdomiosarcoma y c¢) enfermedad generalizada, para los linfomas no Hodgkin. En
cuanto a las caracteristicas morfologicas, existen algunas que son distintivas,

algunas de las cuales se muestran en la tabla no. 5
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Caracteristicas Sitio
clinicas. primario

Caracte-
risticas
genéticas

Patrén
metastasico

Diagnéstico
de tumores

de células re-

Caracteristicas

Microscopia ; :
microscopicas

electronica

Inmunohistoquimica

Grafica no. 4 Diagnéstico de Tumores
de células redondas y pequefias.




Tabla no. 5. Tumores de Células Redondas y Pequefas.

Espectro basico convencional:

» Neuroblastoma

* Sarcoma de Ewing/Tumor Neuroectodérmico Primitivo (SE/TNEP)
+ Rabdomicsarcoma

« Linfoma no Hodgkin.

Tumores de reciente inclusidn en este grupo.

+ Tumor intraabdominal desmoplasico
Osteosarcoma de célula pequefia

Tumor de Wilms (Blastemal)

Tumor maligno de vaina nerviosa periférica
Sarcoma sinovial



Uno de los puntos angulares en el diagnostico de éstas lesiones, es la
aplicacién de un panel de anticuerpos completo que permita cilucidar en la
mayoria de los casos su histogénesis. El perfil ideal, debe incluir marcadores para
las diversas estirpes que morfolégicamente pertenacen al grupo de tumores de
células pequenas, entre los mas importantes: Antigeno leucocitarioc comuin,
enolasa neurono especifica, proteina S-100, miogenina, desmina, actina musculo
especifica, citoqueratinas y HBA-71. En nuestro estudio, se utilizaron ta mayoria
de éstos (a excepcién del antigeno leucocitario comin, que sélo fus determinado
en un caso que habia sido diagnosticado morfolégicamente como linfoma) y en la
mayoria de los casos (70.8%) la expresion inmunofenotipica, fue concordante con
el diagnodstico histoldgico inicial. Sin embargo en cuatro lesiones, el perfil
inmunafenctipico no correspondid al diagndstico histologico, y la aplicacién del
panel completo de anticuerpos permitio establecer e! diagnéstico correcto de éstas
lesiones para las cuales el tratamiento inicial con quimioterapia debe ser
especifico, ya que dos casos diagnosticados por microscopia de luz como SE
fueron en realidad Sarcomas Sinoviales, una lesidbn metastasica central
diagnosticada como SE fue Rabdomiosarcoma Primitivo, y la lesidon periférica
diagnosticada como linfoma fue un SE. Asimismo, fue importante determinar la
presencia de una lesién divergente (TNEP central con caracteristicas rabdoides),
que histolégicamente presentd caracteristicas morfoldgicas concordantes pero que
se comprobd mediante la positividad para micgenina.(39) Por ofra parte, es
necesaria la aplicacion de un panel completo de anticuerpos, debido a que en
ocasiones algunas lesiones resultan positivas para algunos marcadores que no
son especificos (desmina, vimentina) lo que conduce a un diagnodstice temerario,
de igual manera es necesario mencionar que en ocasiones el material resulta
insuficiente o no adecuado para la valoracion inmunofenotipica, y en estos casos
es valida la acepcion “tumor de célula redonda, pequefia y baséfila” sin otra
especificacidn, antes que aventurarse a concluir un diagnéstico incierto. (10)

El siguiente paso a seguir, es la detemminacion de las alteraciones
moleculares que establecen el diagnéstico de certeza en casos en los cuales no
es posible llegar a éste a través de las caracteristicas clinicas, morfologicas e
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inmunofenotipicas. Actualmente, es posible llegar a determinar estas alteraciones
moleculares mediante técnicas que determinan la expresion de los genes EWS y
FLI-1, resultantes de la traslocacion t(11-22) en SE y TNEP, en tejido fijado en
formol e incluido en parafina, lo cual resulta atractivo ya que éstas lesiones
pueden evaluarse de manera retrospectiva. En nuestro estudio, fue importante la
comprobacién molecular de la mayoria de los casos, pero lo mas trascendente,
fue establecer diagndsticos de certeza en casos problema que por microscopia de
luz e inmunchistoquimica, habian sido diagnosticados erréneamente como SE y
TNEP.

En nuestro estudio, los 30 casos incluidos, fueron divididos en tres grupos,
casos previos a la administracién de quimioterapia, casos obtenidos después del
tratamiento con quimioterapia y lesiones de localizacion central. No se observaron
diferencias morfoloégicas importantes entre el grupo de lesiones periféricas
biopsiadas antes del inicio de la quimioterapia y las obtenidas posterior a ésta. En
los dos grupos, el patrén arquitectural predominante, fue el difuso, seguido del
patrén sélido y por dltimeo del alveolar, asimismo, el ndmero de mitosis fue similar
en ambos grupos, encontrandose en la mayoria de las lesiones escasas mitosis
{0-5 x 10 campas de mayor aumento), La diferencia morfoldgica mas significativa
entre ambos grupos, fue la presencia de necrosis, ya que ésta es un indicador de
respuesta histolégica al tratamiento, y es evidente que en este grupo la mayaoria
de las lesiones mostraron zonas necréticas extensas. Sin embargo, la expresion
inmunofenotipica y molecular, no se vid modificada por la aplicacion de
quimioterapia, ya que las seis lesiones que pertenecieron a este grupo,
expresaron los anticuerpos y los genes EWS y FLI-1 en forma similar al grupo de
biopsias obtenidas pretratamiento. (31,40,41) (Fig. 9y 10).

Por otro lado, los Tumores Neuroectodérmicos Primitivos de arigen central,
presentaron caracteristicas morfolégicas peculiares que las distinguieron de los
dos grupos previos. En estas lesiones, fue importante la presencia de rosetas tipo
Homer Wright, que se presentaron en 2 de 5 lesiones y en mas del 60% del

material estudiado, caracteristica que no fue observada en ninguno de los tumores
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periféricos diagndsticados como neuroectodermicos primitivos o SE. Otra

caracteristica importante es que ninguna lesién presentd necrosis y el numero de

mitosis no excedié mas de 5 x 10 campos de mayor aumento en ninguna de ellas.

CONCLUSIONES

a)

b)

Los Tumores Neuroectodérmicos Primitivos y Sarcomas de Ewing, son dos
neoplasias que pertenecen a un amplio grupo de lesiones de dificil diagnostico
debidoc a que comparten caracteristicas morfolégicas similares a las

observadas en lesiones de histogénesis diferente.

Es importante seguir un protocolo de diagnéstico que incluya el estudio de las
caracteristicas clinicas, morfologicas, inmunofenotipicas y en casos especiales
moleculares de este grupo de lesiones a fin de establecer un diagnostico

preciso.

El establecer diagnésticos certeros, es de primordial importancia a fin de poder
ofrecer tratamientos especificos para las distintas entidades ya que de esto
depende en gran medida la evolucién de los pacientes que en la gran mayoria

son adolescentes y adultos jévenes.
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